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A Annona cherimola é um fruto exótico, com um sabor agradável. Este fruto 
tem um elevado potencial comercial, mas apresenta um tempo médio de vida curto 
devido ao seu rápido amadurecimento. Por esta razão é necessário conhecer melhor o 
processo de amadurecimento deste fruto. Na Região Autónoma da Madeira a cultura 
da anoneira é muito importante em termos comerciais.  
O processo de amadurecimento leva a diversas modificações bioquímicas e 
fisiológicas. Existem várias enzimas e substâncias que integram este processo. Neste 
trabalho iremos estudar os genes das enzimas malato desidrogenase e H+ ATPase 
vacuolar que estão envolvidos no processo de amadurecimento dos frutos. Utilizando 
as técnicas de RACE e sequenciação foi possível determinar a sequência nucleotídica 
do cDNA destes genes.  
O cDNA da malato desidrogenase é composto por 1364 nucleótidos, contendo 
uma zona 5’ UTR com 84 nucleótidos, uma zona 3’ UTR com 284 nucleótidos e um sinal 
de poliadenilação com a sequência AATAAA. A ORF apresenta 996 nucleótidos, 
codificando uma proteína com 332 aminoácidos. 
Para a H+ ATPase vacuolar foi amplificado o cDNA da subunidade C do domínio 
V1. Esta apresenta 799 nucleótidos, dos quais 36 são da 5’ UTR, 266 da 3’ UTR e 498 da 
ORF. A ORF codifica uma proteína com 166 aminoácidos. 
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The Annona cherimola is an exotic fruit, which has a very pleasant taste. This 
fruit has a high commercial potential, but due to its rapid ripening it presents a short 
lifespan. For this reason, it is necessary to understand the ripening process of this fruit. 
In Madeira, the Annona cherimola culture is very important in commercial terms. 
The ripening process leads to several biochemical and physiological changes. 
There are several enzymes and substances that are a part of this process. In this work 
we will study the enzymes genes malate dehydrogenase e vacuolar H+ ATPase that are 
involved in the fruit ripening process. Using the RACE techniques and sequencing we 
were able to determine the nucleotide sequence of these genes.  
The cDNA of malate dehydrogenase is composed by 1364 nucleotides, which 
have a 5’ UTR with 84  nucleotides, a 3’ UTR with 284 nucleotides. In the 3’ UTR was 
found a polyadenylation signal (AATAAA). The ORF had 996 nucleotides encoding a 
protein with 332 amino acids. 
It is important to stress out that the vacuolar H+ ATPase presents a structure 
with two domains and several sub-units. It was amplified the sub-unit C of the V1 
domain. The cDNA had 686 nucleotides, with a 5’ UTR composed of 64 nucleotides, 
while 3’ UTR had 266 nucleotides and the ORF ha a length of 356 nucleotides encoding 
a protein with 119 amino acids.  
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O fruto da Annona cherimola Miller apresenta características organolépticas 
com muita qualidade e é considerado um fruto de sobremesa. Contudo pode ser 
utilizado para a produção de gelados, compotas, xaropes e bebidas [1]. 
Por este facto, a Annona cherimola é uma cultura com muito interesse 
económico no mundo. Porém, os seus frutos possuem uma grande desvantagem, 
nomeadamente a sua elevada perecibilidade após a colheita [2]. 
 Na ilha da Madeira a cultura da anoneira é muito importante a nível comercial, 
sendo os seus frutos considerados de excelente qualidade [3]. 
  O processo de amadurecimento é muito importante para a qualidade final dos 
frutos. Durante o amadurecimento ocorrem uma série de modificações fisiológicas, 
bioquímicas e organolépticas [4]. Estas modificações são o resultado de uma complexa 
rede de reacções irreversíveis que envolvem a degradação de elementos estruturais da 
célula e a síntese de vários compostos que intervém neste processo [5]. 
 Na Annona cherimola, ao contrário da maioria dos frutos, observa-se uma 
aumento da acidez titulável. Este facto deve-se em grande parte ao contributo do 
ácido málico, embora o ácido citrico também esteja presente. O equilíbrio entre os 
ácidos orgânicos e os açucares originam o sabor agradável deste fruto [6]. 
 A enzima malato desidrogenase (MDH) dependente do NAD catalisa a reacção 
reversível do oxoloacetato em malato. Este malato é utilizado em diversos processos 
pelas células, estando muito presente nas células durante o amadurecimento dos 
frutos [7]. 
 A MDH está presente em vários processos essenciais para a sobrevivência das 
plantas, tais como o ciclo de Krebs, a fotorespiração, troca de metabolitos e várias vias 
catabólicas e anabólicas [8]. 
 Por outro lado, a H+ ATPase vacuolar (Vac H+ ATPase) é uma bomba 
electrogénica, localizada nos vacúolos [9]. Tem por função acidificar os 
compartimentos intercelulares, sendo por isso muito importante para vários 
processos. Como por exemplo, o co-transporte, e o desenvolvimento e a tolerância ao 
stress ambiental [10].  
 No fenómeno de amadurecimento do fruto da Annona cherimola, a Vac H+ 
ATPase acumula ácidos orgânicos nos vacúolos, aumentando desta forma, a basicidade 
do citoplasma [11]. 
 O principal objectivo deste trabalho passa pela caracterização das sequências 
nucleotídicas dos genes que codificam para as enzimas malato desidrogenase 
dependente do NAD citosólica e H+ ATPase vacuolar, que são expressas durante o 





rápida das extremidades de cDNA (RACE), pois este é um método rápido e económico 
de obter as sequências de cDNA. De seguida clonar estes fragmentos obtidos e 
sequenciá-los. Por fim, procederemos a uma análise das sequências obtidas. 
 Com este trabalho pretende-se conhecer um pouco melhor as sequências 
nucleotídicas dos cDNAs de duas enzimas que são expressas no processo de 

























2.1. Annona cherimola Miller 
 
A família Annonaceae pertence à ordem das Magnoliales, classe 
Magnoliopsida. Esta família apresenta plantas com flor mais primitivas, contendo 126 
géneros e cerca de 1200 espécies [12]. 
As principais espécies de Annonaceae são a Annona squamosa, a Annona 
muricata, a Annona reticulata e a Annona cherimola, devido ao seu valor comercial 
[13]. 
A Annona cherimola Miller é originária da região dos Andes, no Equador e no 
Peru. Actualmente encontra-se distribuída pelas regiões subtropicais da América, 
África, Ásia e na Europa, onde é cultivada pelos seus frutos comestíveis. A Annona 
cherimola é a única espécie do género Annona que se consegue desenvolver em 
regiões subtropicais [14], [15]. 
Esta espécie de Annona é montanhosa, demonstrando estar bem adaptada a 
baixas temperaturas, podendo inclusive se encontrar esta espécie entre os 900 e os 
2500 metros de altitude. Esta é uma das razões que levam à sua adaptação às regiões 
subtropicais da região Mediterrânica. Todavia as temperaturas ideais situam-se entre 
os 18 e os 22 °C no Verão e os 5 e 18 °C no Inverno. A sua propagação costuma fazer-se 
por enxertia, tanto nas regiões de clima temperado como nas de clima tropical [16]. 
A árvore desta espécie Annona apresenta as seguintes características 
morfológicas: altura entre 3 e 10 metros; sistema radicular superficial e ramificado; 
tronco cilíndrico com casca grossa, lisa e com uma coloração verde acinzentada; ramos 
densos e com tendência a se inclinar, tornando a planta com um porte globoso; folhas 
ovais, ovais-lanceoladas, obovadas ou elípticas, não pontuadas e sedosa e com uma 
cor verde e flores solitárias ou reunidas em grupos de 2 a 4, terminais ou axilares, 
hermafroditas, aromáticas, com 3 sépalas e 3 a 6 pétalas [6], [16], [17].  
A anoneira é considerada semicaduca pois apresenta-se sempre com folhas. A 
queda das folhas existe devido à pressão que os novos rebentos exercem no pecíolo, 
apresentando por isso um pecíolo oco [6], [16]. 
As flores de Annona cherimola são hermafroditas, sendo a sua polinização 
dificultada pelo fenómeno de dicogamia. Neste caso, este fenómeno é de protoginia, 
ou seja, os estigmas desenvolvem-se primeiro do que as anteras. Este facto aumenta a 
diversidade dentro das populações devido à polinização cruzada. Os estigmas tornam-
se receptivos de manhã, mas as anteras só amadurecem e largam o pólen na noite do 





O fruto desta anona é um sincarpo em que cada carpelo contém geralmente 
um óvulo. O fruto muitas vezes apresenta uma forma assimétrica, semelhante a um 
coração. Os frutos medem entre 7,5 e 12,5 centímetros e têm um peso que varia entre 
as 200 e os 700 gramas. A sua superfície é lisa em algumas variedades, contudo em 
outras apresenta-se coberta de pequenas protuberâncias ao longo dos carpelos. A 
casca do fruto é amarela esverdeada, quando madura, tem uma polpa branca e 
numerosas sementes com 1,5 a 2,0 centímetros de comprimento [16], [21].  
 Nos frutos das anonas existem três camadas diferentes, o epicarpo, o 
mesocarpo e o endocarpo. O epicarpo é a camada mais externa, originário da 
epiderme do carpelo, é conhecido vulgarmente por casca. Por sua vez o mesocarpo é a 
camada intermédia, logo após o epicarpo, tem origem no mesófilo carpelar e 
armazena amido, como substância de reserva. Por fim, o endocarpo é a camada que 
envolve as sementes e provém da epiderme interna da folha carpelar [6].  
 A colheita do fruto é realizada à mão quando o fruto começa a amadurecer, 
sendo que nesta altura exala um odor distinto e característico. Existe também uma 
mudança na tonalidade do verde da casca, apesar de esta ser subtil e muitas vezes de 
difícil avaliação. Após a colheita o fruto é muito perecível, sendo a sua viabilidade de 
apenas 3 a 4 dias, a uma temperatura de 20°C e com uma humidade relativa de 60%. 
Por este facto, usualmente armazenam-se os frutos logo após a colheita numa câmara 
frigorífica, de modo a poder conservá-los por mais algum tempo [22]. 
A Annona cherimola é uma cultura com muito interesse económico no mundo, 
devido às excelentes qualidades organolépticas do seu fruto. Contudo a sua elevada 
perecibilidade e a sua colheita de apenas 2 meses limitam a sua comercialização [2], 
[23].  
 
2.2. Annona cherimola na Região Autónoma da Madeira  
 
Na literatura de Sousa [6] afirma-se que a primeira referência documentada 
acerca da Annona cherimola na Madeira aparece em 1897, no Journal of the Jamaica 
Agricultural Society, por M. Grabham. A “Anona da Madeira” foi o primeiro produto na 
Região Autónoma da Madeira a ter denominação de origem protegida, o que reflecte a 
sua importância em termos económicos. De uma forma geral, a produção deste fruto 
tem vindo a aumentar, bem como o número e dimensão das áreas de cultivo. Este 
aumento decorre das medidas de incentivo e numa aposta vincada das autoridades 
regionais na sua produção. Em termos de exportações, a anona ocupa o segundo lugar 





especial para países como Espanha e França, onde nos últimos anos se tem assistido a 
um aumento da procura por este fruto.  
Na Região Autónoma da Madeira a cultura da anoneira é muito importante a 
nível económico. O fruto é alvo de muita procura no mercado regional, pois apresenta 
elevada qualidade organoléptica. Esta qualidade baseia-se no equilíbrio entre um 
ligeiro sabor doce e uma leve acidez, apresentando por isso, um grande potencial em 
relação ao mercado internacional [3]. 
Cerca de 80% da cultura encontra-se entre os 280 e os 550 metros de altitude, 
a sudeste e nordeste da ilha da Madeira. Esta distribuição apresenta-se condicionada 
pela orografia da ilha, já que a vertente norte está mais exposta aos ventos 
predominantes de Norte e Nordeste que afectam a ilha durante a maior parte do ano, 
contrariamente ao sul que se encontra mais protegido. Assim sendo, as condições 
existentes nesta ilha para a produção do fruto são uma humidade relativa que varia 
entre os 60 e os 80%, e temperaturas que variam entre 8ºC e 18ºC no Inverno e entre 
os 18ºC e os 26ºC no Verão. A época de produção ocorre habitualmente nos meses de 
Outubro e Novembro, sendo a época alta entre Janeiro e Fevereiro. Contudo existe 
produção do fruto até ao mês de Junho [6]. 
 
2.3. Amadurecimento dos frutos 
 
 Os frutos são órgãos altamente especializados das plantas superiores, que 
oferecem uma grande variedade de qualidades organolépticas (aroma, sabor 
agradável, cores exóticas, suculência e textura) [5]. 
 O amadurecimento dos frutos pode ser classificado em dois grupos: os frutos 
não climatéricos e os frutos climatéricos. Nos frutos não climatéricos, como os 
morangos, uvas e citrinos, não é necessária a presença de etileno para que o 
amadurecimento ocorra. Por isso o nível de etileno é mantido em baixas 
concentrações, embora alguns citrinos possam responder ao etileno. Pelo contrário 
nos frutos climatéricos como o tomate, a banana, o pêssego, maçã e a anona constata-
se um aumento nas taxas de respiração e biossíntese de etileno durante o 
amadurecimento. O etileno é essencial para a coordenação e execução do 
amadurecimento de frutos climatéricos, estando presente em elevadas concentrações 
durante o amadurecimento. Esta função crítica que o etileno desempenha no 
amadurecimento dos frutos foi observada pela primeira vez a nível molecular no 
tomate, através da análise do etileno induzível, na expressão dos genes relacionados 





 Todas as Anonas são frutos climatéricos, mas a Annona cherimola apresenta 
dois picos de respiração, em vez de apenas um como em todos os outros frutos deste 
grupo. O fruto da Annona cherimola também liberta mais etileno e apresenta uma taxa 
metabólica mais elevada, diminuindo desta forma o tempo médio de vida pós-colheita 
[17]. A curva de respiração para a Annona cherimola apresenta dois picos de produção 
de dióxido de carbono, sendo que os frutos alcançam o estado comestível perto do 
segundo pico. Verificou-se que existe um pico de produção de etileno entre os dois 
picos respiratórios e constatou-se que o amaciamento dos frutos começa a partir da 
síntese do etileno. Por fim, os frutos estão completamente maduros no pico do etileno 
[25]. 
 O etileno é uma fito-hormona que, em alguns minutos, consegue desencadear 
uma série de eventos no metabolismo celular, incluindo a iniciação do 
amadurecimento e a senescência do fruto, particularmente nos frutos climatéricos [5]. 
 O etileno apresenta um papel importante na regulação da maturação dos 
frutos, as mudanças na textura da fruta podem ser categorizadas como etileno 
dependente, parcialmente etileno dependente ou etileno independente. Os factores 
de resposta do etileno são uma família de factores de transcrição (potenciais 
reguladores da resposta do etileno) e ainda apoiam o importante papel na sinalização 
do etileno ao longo do amolecimento da fruta [26], [27]. 
Existem dois sistemas de produzir etileno nas plantas. O sistema 1 funciona 
durante o desenvolvimento, crescimento e na resposta ao stress, este sistema é auto 
inibitório, pois a presença de etileno exógeno inibe a sua síntese e substâncias 
inibidoras do etileno podem estimular a produção de etileno. Por outro lado, o sistema 
2 funciona durante o amadurecimento e senescência dos frutos. Este sistema é 
estimulado pela presença de etileno e por isso autocatalítico, na presença de 
compostos inibidores do etileno interrompe a síntese de etileno. As vias de sinalização 
que regulam o amadurecimento dos frutos permanecem muito pouco estudadas, com 
a excepção do etileno. A biossíntese de etileno é realizada através da metionina em 
três passos [28], [29]: 
1- Conversão da metionina em S-adenosil-L-metionina (SAM) catalisada pela 
enzima SAM sintetase; 
2- Formação do ácido 1-carboxílico-1-aminociclopropano (ACC) a partir da SAM 
através ACC sintase; 
3- Conversão da ACC em etileno pela ACC oxidase. 
 O tomate é o fruto climatérico mais estudado ao nível do processo de 
amadurecimento. No tomate ocorre uma mudança de cor, um pico respiratório, um 





diminuição dos ácidos. O etileno funciona como um promotor da transcrição e 
tradução de muitos genes envolvidos no amadurecimento do fruto [30], [31], [32]. 
 Para a Annona cherimola, a produção de etileno é um evento tardio, estando o 
amadurecimento associado com um amolecimento da textura do fruto e um aumento 
no conteúdo dos sólidos solúveis e na acidez titulável [33]. Neste fruto, o etileno 
funciona mais como coordenador do que como iniciador para muitas da modificações 
que ocorrem no amadurecimento [34]. 
 O amadurecimento dos frutos é um fenómeno irreversível, envolvendo uma 
série de mudanças fisiológicas, bioquímicas e organolépticas que levam ao 
desenvolvimento de um fruto maduro, macio e comestível. Existe uma grande 
variedade de alterações bioquímicas, tais como: o aumento da respiração, a 
degradação da clorofila, biossíntese de carotenóides, antocianinas, óleos essenciais e 
componentes do sabor e aroma e também um aumento transitório na produção de 
etileno [35], [36].  
 A mudança de cor acontece devido à degradação da clorofila e ao 
desmantelamento do aparelho fotossintético e síntese de vários tipos de antocianinas, 
que posteriormente são armazenadas nos vacúolos. Ocorre também a acumulação de 
carotenóides, como o β-caroteno, ésteres de xantofila, xantofila e licopeno. Já o 
aumento de sabor e aroma deve-se à produção de um complexo de compostos 
voláteis como o ocimeno e o mirceno e também à degradação de princípios amargos 
como por exemplo os flavonóides. O desenvolvimento do gosto provém do aumento 
geral da doçura, que resulta do aumento da gliconeogénese, hidrólise dos 
polissacarídeos, especialmente o amido, decréscimo na acidez e armazenamento de 
açúcares e ácidos orgânicos [34], [36]. 
 Na parede celular encontram-se vários polissacarídeos tais como, pectinas, 
celuloses, hemiceluloses, polissacarídeos de reserva, entre os quais amido e 
galactomananas. Também existem formadores de gel, por exemplo, gomas e 
mucilagens e por fim transportadores de informação fisiológica como os antigénios. Ou 
seja, existe um conjunto muito diverso de elementos que apresentam um papel 
fundamental como elementos estruturais. Por esta razão, a degradação destes 
polissacarídeos desempenha um papel muito importante durante o amolecimento da 
textura, que se verifica no amadurecimento dos frutos. As mudanças na composição 
da parede celular ocorrem devido à acção das carbohidrolases, que actuam nos 
polímeros da parede celular, degradando-os. A maioria destas enzimas está presente 
de forma constitutiva, embora em baixas concentrações, ao longo do desenvolvimento 
e amadurecimento dos frutos. Outra enzima importante é a poligalacturonase (PG), 






 Os ácidos orgânicos acumulam-se nas fases iniciais do desenvolvimento dos 
frutos e são utilizados na respiração, como substractos, durante o seu 
amadurecimento. Os ácidos orgânicos que são mais sintetizados são o ácido cítrico e o 
ácido málico. A concentração final dos ácidos orgânicos num fruto maduro é a 
consequência do equilíbrio que ocorre entre a biossíntese dos ácidos orgânicos, a sua 
degradação e o seu armazenamento nos vacúolos celulares. A concentração dos ácidos 
é essencial para as características organolépticas do fruto [37]. 
 A síntese do ácido málico ocorre no citoplasma e é catalizada pela 
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) que produz o oxoloacetato e a MDH que 
converte o oxoloacetato em malato, sendo este a forma ionizada do ácido málico [37]. 
A actividade da PEPC é modelada por mudanças no valor de pH [38]. Por sua vez, se a 
PEPC diminui a sua actividade, existe menos oxoloacetato, logo a actividade da MDH 
também irá ser afectada [39]. 
 A variação da acidez e doçura do ananás dependem das condições de 
crescimento e maturação. A acidez aumenta ao longo do crescimento do fruto e a 
medida que o fruto começa a amadurecer a acidez começa a diminuir. O ácido cítrico 
demonstra grandes modificações durante o crescimento do fruto e atinge o seu pico 
máximo mesmo antes do amadurecimento. Por sua vez, o ácido málico apresenta 
poucas variações durante o desenvolvimento [40]. 
 No melão, o açúcar e ácidos orgânicos encontrados nas frutas maduras 
produzem um equilíbrio entre o sabor ácido e doce que são essenciais para o paladar 
do consumidor. O alto teor de ácidos orgânicos reduz a qualidade da fruta, mas uma 
moderada concentração destes ácidos podem tornar o seu paladar mais apelativo para 
os consumidores. O ácido orgânico mais abundante neste fruto é o ácido cítrico [41].  
 Durante o processo de amadurecimento as concentrações de ácidos orgânicos 
diminuem. Contudo, na Annona, observa-se um aumento da acidez titulável. Os 
principais responsáveis são o ácido málico e o ácido cítrico [6].  
 O ácido málico é o principal causador dessa acidez, devendo-se este facto à 
presença de grandes vacúolos na anona que actuam temporariamente como 
reservatórios para armazenar o ácido málico sintetizado. Após a colheita verifica-se 
que o fruto da Annona cherimola apresenta o metabolismo do malato activo e um 
valor de pH citoplasmático baixo. Este facto demonstra que o sistema de 
descarboxilação do malato tem um papel importante nesta fase do amadurecimento. 
Durante o amadurecimento também existe um aumento na concentração da 
poliaminas, que pode ser explicado pela necessidade de aumentar a basicidade do 





 O amadurecimento dos frutos também pode ser controlado através de factores 
físicos, nomeadamente a temperatura, a humidade, o controlo da atmosfera de 
armazenamento e a irradiação. 
 Uma baixa temperatura normalmente inibe o amadurecimento e senescência 
do fruto. Isto acontece devido à inibição de várias enzimas envolvidas na iniciação e 
regulação do amadurecimento, incluindo as que estão ligadas à sinalização e 
biossíntese do etileno e muitas enzimas específicas do processo de maturação dos 
frutos. Se sujeitarmos os frutos a um tratamento por calor, este pode induzir 
modificações na textura do fruto [42]. 
 Os frutos guardados sob condições de humidade relativa (RH) baixa podem 
perder facilmente água ou massa, que resulta no emurchecimento do fruto. Por outro 
lado, também pode ser biossintetizado etileno relacionado com factores que 
provocam stress, acelerando desta forma a maturação dos frutos [43]. 
 O controlo da atmosfera de armazenamento é realizado através da introdução 
de oxigénio e dióxido de carbono, regulando-os de forma precisa dentro de uma 
câmara. Com a utilização de um baixo nível de oxigénio é possível atrasar o processo 
de amadurecimento de muitos frutos. Este controlo de atmosfera é muito utilizado 
para tentar diminuir o rápido amadurecimento das anonas, após a colheita [44]. 
 A irradiação pode ser utilizada nos frutos de forma a desinfectá-los. Contudo, 
este processo pode desencadear a ruptura de componentes celulares e mudanças nas 
estruturas das mesmas, diminuindo a qualidade final do fruto [45]. 
 O fruto da Annona cherimola é colhido comercialmente quando se encontra na 
fase madura pré-climatérica, sendo depois conservado a baixas temperaturas. Desta 
forma é possível aumentar o seu tempo médio de vida [46]. 
 No caso da banana, este fruto sofre muitas modificações físico-químicas 
durante o amadurecimento. Estas modificações estão dependentes da expressão de 
genes específicos e a síntese de novo de muitas enzimas. Como por exemplo, a 
expressão dos genes das enzimas ACS e ACO, que produzem o etileno, genes 
envolvidos no metabolismo dos hidratos de carbono e na síntese de compostos 
voláteis [47]. 
 O fruto da Annona cherimola atinge a qualidade óptima no terceiro dia após a 
colheita. Quando o fruto se encontra demasiado maduro começam a aparecer 
manchas escuras na polpa, especialmente na zona do receptáculo, a polpa torna-se um 
pouco translúcida e o sabor exibe uma doçura excessiva. Isto ocorre devido à excessiva 





 As mudanças metabólicas mais importantes no amadurecimento da Annona 
cherimola são a hidrólise do amido, que leva à acumulação de glucose e frutose e a 
degradação da parede celular. Observações microestruturais do mesocarpo 
evidenciam uma deterioração progressiva dos organelos e membranas na senescência 
do fruto [49].  
 Após estudos verificou-se que nos frutos conservados a 6 °C existe uma menor 
taxa de respiração do que nos frutos armazenados a 20 °C. Nos frutos a 20 °C verifica-
se uma maior acumulação de fosfato inorgânico nos vacúolos e uma baixa quantidade 
de fosfato inorgânico no citoplasma. A colocação de tecidos do mesocarpo do fruto 
num meio com fosfato revelou que nos frutos conservados a 6 °C não existe a 
sequestração desse fosfato para o interior dos vacúolos. Pelo contrário, nos tecidos 
dos frutos armazenados a 20 °C existe um aumento da acumulação de fosfato 
inorgânico. Levando a inferir que será necessário utilizar as ATPases para colocar os 
ácidos orgânicos e outros compostos nos vacúolos, mantendo desta forma a regulação 
do pH citoplasmático. [50]. 
 Neste fruto também se observa que existe uma rápida degradação das 
clorofilas, pela acção das clorofilases. Tanto a clorofila a como a clorofila b 
apresentaram uma clara degradação durante o processo de amadurecimento [6]. 
  
2.4. Malato desidrogenase  
 
A MDH (L-2-hidroxi ácido desidrogenase) é uma enzima ubíqua, isolada a partir 
de vários organismos procarióticos e eucarióticos. Esta enzima catalisa a reacção 
reversível do oxoloacetato a malato. As plantas apresentam isoenzimas de MDH com o 
co-factor dinucleótido de nicotinamida e adenina (NAD) que são muito activas no 
citosol, mitocôndrias, microcorpos e plastídeos [51], [52]. 
 Tanto a malato como a lactato desidrogenases pertencem à classe homóloga de 
2-ceto ácido desidrogenases e apresentam estruturas tridimensionais praticamente 
idênticas. Nalgumas espécies a sequência nucleotídica é muito semelhante [53].  
 Esta enzima está presente em vários processos essenciais para a sobrevivência 
das plantas, tais como o ciclo de Krebs, a fotorespiração, troca de metabolitos e em 
várias vias catabólicas e anabólicas [54]. O malato sintetizado pela MDH também pode 
controlar a abertura dos estomatas, melhorar a nutrição da planta e aumentar a 





 Nas plantas a MDH, faculta malato ao metabolismo C4, equilibra o pH, intervém 
na respiração e β-oxidação dos ácidos gordos. Por esta razão, a enzima apresenta 
muitas isoformas em diversos organelos [56] . 
Nas plantas existem várias formas moleculares que diferem na especificidade 
da co-enzima. Existem 5 classes que são [57]:  
1- MDH dependente do NADP (NADP-MDH) cloroplastidial (EC 1.1.1.82) é 
responsável pela síntese do malato que é transportado para dentro dos 
cloroplastos.  
2- MDH dependente do NAD (NAD-MDH) mitocondrial faz parte do ciclo de 
Krebs e também participa na fotorespiração. 
3-  MDH dependente do NAD (NAD-MDH) dos microcorpos está presente no 
ciclo do glioxilato e no ciclo malato-aspartato, que é essencial para a 
fotorespiração. 
4- MDH dependente do NAD (NAD-MDH) cloroplastidial. 
5- MDH dependente do NAD (NAD-MDH) citosólica (EC 1.1.1.37) pertence a 
vários ciclos que permitem troca de substratos e equivalentes de redução 
entre o citoplasma e organelos celulares. 
  
 Estas MDHs podem ser classificadas em duas subfamílias, a primeira subfamília 
compreende as NAPD-MDH cloroplastidial e as NAD-MDH citosólica. Já a outra 
subfamília é composta pelas MDHs das mitocôndrias, microcorpos e NAD-MDH 
cloroplastidiais [58]. 
 Nas sequências de aminoácidos de MDHs existe uma divergência filogenética 
nos dois principais grupos de enzimas, as MDHs mitocondriais e MDHs citoplasmáticas. 
Na família MDH, a enzima mitocondrial é mais parecida com o seu homólogo 
procariota, do que com a MDH citoplasmática. Este facto indica que existiu uma 
divergência recente do ancestral comum [59].  
 As MDHs são dímeros estáveis, indicando uma correlação entre a estabilidade 
da proteína e a sua actividade enzimática. Cada subunidade contém dois domínios 
distintos, estrutural e funcionalmente. O domínio de ligação NAD, ocupa a metade 
amino terminal de cada molécula e apresenta uma estrutura paralela em folha β. A 
estrutura de ligação ao NAD é composta por 4 folhas β e uma α hélice. Este domínio de 
ligação ao NAD é conservado em alguma extensão noutras desidrogenases. O domínio 
carboxi-terminal contém o local de ligação ao substrato e aminoácidos que são 
essenciais para a catálise. O sítio activo destas enzimas localiza-se no espaço entre os 






 Yao [60] investigou o gene que codifica a MDH para a maçã e descobriu que o 
cDNA isolado apresentava um comprimento total de 1387 pares de bases (pb), com 
149 pb na região 5´não traduzida (5´UTR), 239 pb na região 3’ não traduzida (3’UTR) e 
996 pb na zona codificante (ORF). O esquema desse gene encontra-se na figura 2.1. 
 Yao [60] também observou que este gene era expresso constitutivamente nas 
raízes, caules e folhas e participava directamente na regulação da síntese do malato e 
indirectamente modula o transporte do malato, a degradação e o metabolismo no 
ciclo de Krebs. 
 
 
Figura 2.1 – Esquema do gene da MDH para a maçã (retirado de Yao [60]). 
  
 Na Annona cherimola a expressão do gene da NAD-MDH citosólica mostra uma 
pequena redução do segundo para terceiro dia, seguindo-se uma ligeiro aumento 
depois até ao quinto dia, sendo que a expressão atinge o seu máximo nesse dia. 
Revelando assim um ligeiro aumento ao longo do amadurecimento. A diminuição que 
existe do segundo para o terceiro dia está relacionada com a diminuição do 
oxoloacetato, pois existe uma diminuição na actividade da PEPC até ao terceiro dia. Os 
transcritos de MDH mantém-se elevado durante o amadurecimento. O que leva a 
concluir que existe uma expressão contínua da MDH no fruto durante o 
amadurecimento [39]. 
 
2.5. H+ ATPase vacuolar  
 
O vacúolo é o organelo mais importante para a qualidade de um fruto, devido 
ao seu tamanho grande e os compostos responsáveis pelo sabor do fruto se 
encontrarem dentro do vacúolo em concentrações muito elevadas. Estes compostos 





A Vac H+ ATPase está localizada nas endomembranas das células eucarióticas, 
ou seja, nos vacúolos, lisossomas, no retículo endoplasmático e no aparelho de Golgi. 
Por este facto a Vac H+ ATPase é considerada uma enzima ubíqua [62], [63], [64], [65]. 
Esta enzima é a principal proteína nos tonoplastos das plantas, representando 
entre 6,5 e 35% das proteínas totais dos tonoplastos [66]. 
A Vac H+ ATPase é uma bomba electrogénica, ou seja, promove uma diferença 
de potencial entre o interior do vacúolo e o citosol [9]. Devido a este facto é essencial 
para vários processos, como por exemplo, o co-transporte e o desenvolvimento e 
tolerância ao stress ambiental. Através da acidificação do vacúolo, fornece energia 
para o transporte de iões e metabólitos, influenciando desta forma o turgor e a 
expansão celular [9], [10]. 
A acidificação dos organelos intracelulares é importante para muitos processos 
celulares. Como por exemplo, o transporte de proteínas para os locais onde são 
necessárias dentro da célula, endocitose mediada por um receptor, activação dos 
precursores enzimáticos, armazenamento de nutrientes, homeostase iónica, 
degradação de macromoléculas e acumulação de neurotransmissores nas vesículas 
secretórias [67], [68]. 
Nas fibras de algodão a enzima Vac H+ ATPase promove a o alongamento 
celular, através da regulação do turgor orientado permitindo a expansão da polaridade 
de uma fibra celular única [69].  
 Nos tonoplastos das plantas, a força motriz formada a partir da energia que 
deriva da hidrólise do ATP é utilizada para processos de transporte secundários. Estes 
processos contribuem para a osmorregulação, homeostase iónica, armazenamento de 
nutrientes, manutenção do pH intracelular, crescimento celular e também na defesa 
contra o stress ambiental (salinidade, períodos de seca e solos com elevada 
concentração de metais pesados) [9]. 
Segundo Wilkens [70] e Grüber [71], esta enzima apresenta um peso molecular 
elevado, sendo constituída por dois domínios (ver figura 2.2), um integrado na 
membrana do vacúolo V0 e o outro é periférico V1. Estes dois domínios estão ligados 
através de domínio conjunto que funciona como conexão estrutural e funcional. O 
domínio V0 permite o fluxo de protões e apresenta 5 subunidades (a, c, c’, c’’ e d). Já o 
domínio V1 está localizado no citoplasma, é hidrofílico e possibilita a hidrólise do ATP. 
O V1 é formado por 8 polipéptidos (A, B, C, D, E, F, G, e H), sendo que a subunidade A é 






Figura 2.2 – Representação esquemática da Vac H+ ATPase (retirado de Wilkens 
[64]). 
 O mecanismo importante na regulação do actividade da Vac H+ ATPase é a 
dissociação reversível do complexo enzimático nos seus domínios V0 e V1. A estrutura 
do domínio V1 isolado do V0 apresenta semelhanças com o complexo F1 da ATPase do 
tipo F (F ATPase) [71]. 
 A enzima Vac H+ ATPase pertence à família das bombas iónicas que hidrolisam 
o ATP. A família destas bombas iónicas é dividida em três subfamílias [70]:  
 F ATPases, que funcionam geralmente como sintetases de ATP;  
 ATPases eucarióticas vacuolares, que funcionam somente na hidrólise do ATP 
 ATPases do tipo A, das Archaea, que podem realizar tanto a síntese como a 
hidrólise do ATP. 
O padrão de expressão da Vac H+ ATPase é consistente com os padrões de 
armazenamento dos ácidos orgânicos, isto sugere que a Vac H+ ATPase decide a acidez 
dos frutos [61]. 
 Para a Annona cherimola, observa-se um aumento gradual na expressão do 
gene da Vac H+ ATPase durante o amadurecimento. A sua expressão mantém a 
homeostase do fruto, pois armazena os ácidos orgânicos produzidos no vacúolo. Este 
armazenamento ocorre devido à criação de um gradiente de protões que impulsiona a 









O processo de poliadenilação faz parte da produção de ácido ribonucleico 
mensageiro (mRNA) para a posterior tradução. Este ocorre após terminar a 
transcrição, contendo uma clivagem e posterior adição de adeninas na extremidade 3’ 
do mRNA recém-formado [72]. 
A poliadenilação tem como função proteger o mRNA das ribonucleases e 
também está envolvido no processo de transporte do mRNA do núcleo para o 
citoplasma [73]. 
Existem elementos de regulação cis (Cis-acting) que codificam sinais para que a 
poliadenilação ocorra. Nas plantas os sinais que motivam o corte e a poliadenilação do 
mRNA encontram-se, normalmente, entre 10 a 30 nucleótidos 3’ do motivo AAUAAA 
ou AUUAAAA [74]. 
Para que a poliadenilação seja executada de forma correcta são necessários 
factores proteicos. O factor de específico de clivagem e poliadenilação apresenta 
várias subunidades e reconhece o sinal de poliadenilação (AAUAAA), sendo necessário 
tanto na clivagem como na poliadenilação. Por outro lado, o factor estimulatório da 
clivagem intervém na clivagem e estabiliza a interacção entre o sinal de poliadenilação 
e o factor específico de clivagem e poliadenilação, através de interacções proteína-



















3. Material e Métodos 
  




3.1. Desenho dos primers 
 
 Os primers foram desenhados a partir de pequenos fragmentos de DNA (DNA 
molde), que a Professora Doutora Manuela Gouveia já tinha obtido em trabalhos 
anteriores. Para a MDH esse fragmento continha 388 pares de bases (pb), enquanto 
para a Vac H+ ATPase eram de 327 pb. Esses fragmentos encontram-se nos Anexos. 
 Utilizando o software de livre acesso, Oligo Explorer 1.2 e Oligo Analyzer 1.2, foi 
possível encontrar nos fragmentos as sequências de pb que mais se adequavam para 
actuar como primers durante a técnica RACE.  
 Na escolha dos primers foram tidos em consideração vários parâmetros, como 
o comprimento, que deveria estar entre 18 e os 24 pb; a percentagem de guaninas e 
citosinas, que deveriam estar situadas entre os 40 e os 60 %, a não formação de 
“loops” e as cadeias de DNA não serem auto-complementares entre si.  
 Após o desenho dos primers realizou-se uma estimativa, com o recurso às 
bases de dados do NCBI e do EMBL, relativamente ao tamanho que os fragmentos 
iriam ter após a realização da RACE. Para tal alinhou-se o DNA molde da Annona 
cherimola com os genes já conhecidos de MDH e Vac H+ ATPase de outras espécies. O 
tamanho esperado para as extremidades amplificadas por RACE, com os primers 
específicos, para a MDH e Vac H+ ATPase encontram-se descritos na tabela 3.1. 
 
Tabela 3.1 – Tamanho esperado para as extremidades amplificadas por RACE para a 
MDH e Vac H+ ATPase. 
 
MDH Vac H+ ATPase 
 SP2 581 ± 26 pb 464 ± 93 pb 
5' RACE 
SP3 377 ± 26 pb 344 ± 93 pb 
SP5 1084 ± 94 pb  705 ± 95 pb 
3' RACE 
SPn 834 ± 94 pb -  
 
 
3.2. Extracção de RNA 
 
O fruto de Annona cherimola utilizado para a extracção de RNA foi colhido 
durante o mês de Abril de 2010, na zona do Faial (Costa Nordeste da ilha da Madeira). 




Congelou-se a amostra de Annona cherimola com o auxílio de azoto líquido e 
de seguida macerou-se o material até ficar em pó. Adicionou-se num tubo 2 mL de 
tampão de extracção (200 mM acetato de sódio pH 5,2; 10 mM EDTA pH 8.0; 1% SDS), 
2 mL de fenol e 0,9 g de material previamente macerado, que se aqueceu durante 5 
minutos a 65°C. De seguida vortexou-se durante 5 minutos e posteriormente 
adicionou-se 2 mL de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1). Em seguida vortexou-se 
novamente durante 5 minutos. Depois centrifugou-se durante 10 minutos, a 13000 
rpm e com uma temperatura de 4°C. Reextraiu-se a fase aquosa com igual volume de 
clorofórmio: álcool isoamílico (24:1), ao que se seguiu uma centrifugação com as 
mesmas condições da anterior. Recolheu-se a fase aquosa e colocou-se 0,7 mL de 
cloreto de lítio (8M), que se deixou a repousar a 4°C durante a noite. Posteriormente, 
procedeu-se à centrifugação durante 10 minutos, a 4°C e a 13000 rpm, ao que se 
seguiu uma lavagem do precipitado com cloreto de lítio (2M) e uma nova 
centrifugação nas condições anteriores. Procedeu-se a uma lavagem com acetato de 
sódio (pH 5,5 e 3M), centrifugou-se e efectuou-se 2 lavagens com etanol a 70 % (na 1ª 
lavagem 1 mL de etanol e na 2ª 0,5 mL, com uma centrifugação entre cada lavagem). 
Por fim deixou-se o precipitado secar e dissolveu-se em água mQ esterilizada duas 
vezes. 
Analisou-se a qualidade e quantidade de RNA através da realização de uma 
electroforese, num gel de agarose a 1% contendo brometo de etídio (0,5 µg/mL), 
visualizou-se o gel num transiluminador de UV. Verificou-se que o RNA foi 
apresentava-se com bandas bem definidas e com uma grande intensidade. 
 
3.3. Amplificação rápida das extremidades do cDNA  
 
A técnica RACE permite obter o DNA complementar (cDNA) para as 
extremidades 5’ e 3’, ou seja, é possível descobrir a sequência completa do cDNA. O 5’ 
RACE é utilizado para amplificar ou isolar uma parte parcial do cDNA transcrito a partir 
de uma sequência de mRNA. Na figura 3.1 encontram-se esquematizados os passos 
necessários para executar esta técnica. Tal como o 5’RACE, o 3’ RACE é empregue na 
amplificação ou isolamento de uma porção cDNA na extremidade 3’. Na figura 3.2 
encontra-se esquema do seu procedimento [76]. 
 
 





Figura 3.1 – Representação esquemática da amplificação da extremidade 5’, 
utilizando a técnica RACE (retirado do kit 5’/3’ RACE Kit, 2nd Generation, Roche). 
 





Figura 3.2 – Representação esquemática da amplificação da extremidade 3’, 
utilizando a técnica RACE (retirado do kit 5’/3’ RACE Kit, 2nd Generation, Roche). 
 
Realizou-se a amplificação rápida das extremidades do cDNA (RACE) seguindo o 
protocolo do kit 5’/3’ RACE Kit, 2nd Generation (Roche) e utilizaram-se os primers 
específicos, que se encontram na tabela 3.2.  
 
Tabela 3.2 – Primers específicos utilizados para o RACE da MDH e da Vac H+ ATPase. 
  MDH Vac H+ ATPase 
 SP1 5' CACTGACTTGCACATTTAGCC 3' 5' CCCACGATAAGGCCATAAAGT 3' 
5' RACE SP2 5' GTGATCCAACCGTGTCAAGC 3' 5' CAAGACCGCAAGCAAGACCC 3' 
SP3 5' CCTTGGGAACCCACCAACCA 3' 5' ACACACCGGCCATAACGACTG 3' 
SP5 5'GTTGAGGCATGCACTGGTG 3' 5' AGGCCTGAGCTCGTGATGAA 3' 
3' RACE 
SPn 5' CATGCTTGACACGGTTGGATC 3' - 
 
Os componentes e as condições utilizadas no PCRs para a primeira amplificação 
da extremidade 5’ RACE foram: 34,3 µL de água mQ; 0,5 µL de uma mistura de 
desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTP’s) com uma concentração de 10 mM; 3 µL 
de MgCl2 com uma concentração de 25 mM; 5 µL tampão de reacção de PCR (10x) com 
(NH4)2SO4 (Fermentas); 0,2 µL de Taq polimerase (5 U/ µL) (Fermentas); 1 µL do vial 8 




(primer oligo dT-adaptador); 1 µL de SP2 (MDH 5’1  ou Vac 5’2) com uma concentração 
de 12,5 µM; 5 µL cDNA 5’ com cauda de poliadeninas, num volume final de 50 µL. 
Introduziram-se os tubos num termociclador e estes foram submetidos às condições 
descritas nas tabelas 3.3 e 3.4. 
 
Tabela 3.3 - Condições utilizadas no PCR para a primeira amplificação do MDH 5’. 
 
Temperatura Tempo Nº de ciclos 
Desnaturação inicial 94 °C 2 min 1 
Desnaturação inicial 94 °C 30 s 
35 Emparelhamento 59 °C 30 s 
Extensão 72 °C 60 s 
Extensão final 72 °C 7 min 1 
 
Tabela 3.4 - Condições utilizadas no PCR para a primeira amplificação do Vac 5’. 
  Temperatura Tempo Nº de ciclos 
Desnaturação inicial 94 °C 2 min 1 
Desnaturação inicial 94 °C 30 s 
35 Emparelhamento 64 °C 30 s 
Extensão 72 °C 30 s 
Extensão final 72 °C 7 min 1 
 
Para a segunda amplificação da 5’ RACE foram utilizadas as seguintes 
condições: 37,5 µL de água mQ; 1 µL de uma mistura de desoxirribonucleotídeos 
fosfatados (dNTP’s) com uma concentração de 10 mM; 3 µL de MgCl2 com uma 
concentração de 25 mM; 5 µL tampão de reacção de PCR (10x) com (NH4)2SO4 (Roche); 
0,5 µL de Expand High Fidelity (3,5 U/ µL) (Roche); 1 µL do vial 9 (primer adaptador); 1 
µL de SP3 (MDH 5’ ou Vac 5’) com uma concentração de 12,5 µM; 1 µL produto do PCR 
da primeira amplificação diluído (1:20), num volume final de 50 µL. Introduziram-se os 
tubos num termociclador e estes foram submetidos às condições descritas nas tabelas 




                                                          
1
 Fragmento de DNA proveniente da amplificação da extremidade 5’ da malato desidrogenase. 
2
 Fragmento de DNA proveniente da amplificação da extremidade 5’ da H
+
 ATPase vacuolar. 
 




Tabela 3.5 - Condições utilizadas no PCR para a segunda amplificação do MDH 5’. 
 
Temperatura Tempo Nº de ciclos 
Desnaturação inicial 94 °C 2 min 1 
Desnaturação inicial 94 °C 30 s 
35 Emparelhamento 62 °C 30 s 
Extensão 72 °C 30 s 
Extensão final 72 °C 7 min 1 
 
Tabela 3.6 - Condições utilizadas no PCR para a segunda amplificação do Vac 5’. 
 
Temperatura Tempo Nº de ciclos 
Desnaturação inicial 94 °C 2 min 1 
Desnaturação inicial 94 °C 30 s 
35 Emparelhamento 64 °C 30 s 
Extensão 72 °C 30 s 
Extensão final 72 °C 7 min 1 
 
Na amplificação da extremidade 3’ RACE utilizaram-se os seguintes 
componentes para a reacção: 35,5 µL de água mQ; 1 µL de uma mistura de 
desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTP’s) com uma concentração de 10 mM; 5 µL 
de MgCl2 com uma concentração de 25 mM, 5 µL tampão de reacção de PCR (10x) com 
(NH4)2SO4 (Roche); 0,5 µL de Expand High Fidelity (3,5 U/ µL) (Roche); 1 µL do vial 9 
(primer adaptador); 1 µL de SP5 (MDH 3’3  ou Vac 3’4) com uma concentração de 12,5 
µM; 1 µL cDNA 3’, num volume final de 50 µL. Introduziram-se os tubos num 
termociclador e estes foram submetidos às condições descritas na tabela 3.7 e 3.8.  
  
Tabela 3.7 - Condições utilizadas no PCR para a primeira amplificação do MDH 3’. 
  Temperatura Tempo Nº de ciclos 
Desnaturação inicial 94 °C 2 min 1 
Desnaturação inicial 94 °C 30 s 
35 Emparelhamento 58 °C 90 s 
Extensão 72 °C 2 min 
Extensão final 72 °C 7 min 1 
 
 
                                                          
3
 Fragmento de DNA proveniente da amplificação da extremidade 3’ da malato desidrogenase. 
4
 Fragmento de DNA proveniente da amplificação da extremidade 3’ da H
+
 ATPase vacuolar. 
 




Tabela 3.8 - Condições utilizadas no PCR para a amplificação do Vac 3’. 
  Temperatura Tempo Nº de ciclos 
Desnaturação inicial 94 °C 2 min 1 
Desnaturação inicial 94 °C 30 s 
35 Emparelhamento 56 °C 30 s 
Extensão 72 °C 90 s 
Extensão final 72 °C 7 min 1 
 
Foi necessário realizar uma segunda amplificação da extremidade 3’ RACE para 
a MDH, para tal utilizaram-se os seguintes componentes: 35,5 µL de água mQ; 1 µL de 
uma mistura de desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTP’s) com uma concentração 
de 10 mM; 5 µL de MgCl2 com uma concentração de 25 mM, 5 µL tampão de reacção 
de PCR (10x) com (NH4)2SO4 (Roche); 0,5 µL de Expand High Fidelity (3,5 U/ µL) 
(Roche); 1 µL do vial 9 (primer adaptador); 1 µL de SPn com uma concentração de 12,5 
µM; 1 µL produto do PCR da primeira amplificação diluído (1:20), num volume final de 
50 µL. Introduziu-se o tubo num termociclador e foi submetido às condições descritas 
na tabela 3.9. 
 
Tabela 3.9 - Condições utilizadas no PCR para a segunda amplificação na MDH 3’. 
 
Temperatura Tempo Nº de ciclos 
Desnaturação inicial 94 °C 2 min 1 
Desnaturação inicial 94 °C 30 s 
35 Emparelhamento 58 °C 30 s 
Extensão 72 °C 90 s 
Extensão final 72 °C 7 min 1 
 
 
Após estas amplificações, os fragmentos de cDNA foram purificados e extraídos 
de um gel de agarose a 1,5% com o auxílio do kit QIAquick® Spin Handbook (QIAquick), 
protocolo QIAquick Gel Extraction Kit Protocol. Após a extracção procedeu-se a uma 
electroforese em gel de agarose de forma a confirmar a correcta purificação dos 








3.4. Electroforese em gel de agarose 
 
Os produtos do PCR do RACE foram submetidos a uma electroforese, em gel de 
agarose a 1,5% contendo brometo de etídio (0,5 µg/mL), em tampão TAE 1x (0,04 Tris-
acetato, 0,001 EDTA) num aparelho de electroforese Horizon 11.14 (Invitrogene) 
durante vinte e cinco minutos a 98V. Antes da electroforese adicionou-se 2 µL de 
tampão de amostra a 10 µL da amostra. Utilizou-se um marcador de peso molecular de 
100 pb ladder (Invitrogen), nas electroforeses com os produtos RACE e DNA genómico 
lambda (λ) para a extracção dos plasmídeos recombinantes. Os géis foram visualizados 




 Procedeu-se à inserção dos fragmentos obtidos por PCR no vector 
pJET1.2/blunt utilizando o kit CloneJET™ PCR Cloning Kit (Fermentas). De seguida 
utilizando células competentes de E. coli da estirpe DH5α, procedeu-se à clonagem dos 
vectores com os fragmentos de cDNA da MDH e Vac H+ ATPase, através da utilização 
do kit TransformAid™ Bacterial Transformation Kit (Fermentas). 
 Após a incubação durante a noite a 37 °C procedeu-se ao isolamento e 
confirmação das colónias transformadas. Esta confirmação foi efectuada através da 
realização de um PCR. Os componentes necessários para se proceder ao PCR foram: 
13,9 µL de água mQ; 2 µL de uma mistura de desoxirribonucleotídeos fosfatados 
(dNTP’s) com uma concentração de 2 mM; 1,2 µL de MgCl2 com uma concentração de 
25 mM; 2 µL tampão de reacção de PCR (10x); 0,1 µL de Taq Polimerase (5 U/ µL) 
(Fermentas); 1 µL de pJET 1.2 F com uma concentração de 10 µM; 1 µL de pJET 1.2 R 
com uma concentração de 10 µM, num volume final de 20 µL. Introduziram-se os 
tubos num termociclador e estes foram submetidos às condições descritas na tabela 
3.10. Depois da reacção do PCR terminar, analisaram-se os produtos procedendo-se a 
uma electroforese em gel de agarose a 1% e visualizou-se o gel num transiluminador 
de UV. Simultaneamente, procedeu-se a uma nova incubação das colónias desejadas 








Tabela 3.10 - Condições utilizadas para o PCR de confirmação da clonagem. 
 
Temperatura Tempo Nº de ciclos 
Desnaturação inicial 95 °C 3 min 1 
Desnaturação inicial 94 °C 30 s 
35 Emparelhamento 60 °C 30 s 
Extensão 72 °C 1min 
 
 Após a verificação da correcta inserção dos fragmentos, procedeu-se à 
extracção do plasmídeo recombinante das células clonadas. Para tal utilizou-se o 
procedimento descrito no kit Gene JET™ Plamid Miniprep (Fermentas). 
 
3.6. Sequenciação 
 Após a extracção dos plasmídeos recombinantes, procedeu-se a uma diluição 
do DNA para uma concentração de 100 ng /µL, e foram enviadas as amostras para a 






















4. Resultados e Discussão 
  




4.1. Optimização do RACE 
 
 Foi necessário realizar várias reacções de RACE até conseguir encontrar as 
condições ideais. Como tal utilizaram-se diversas concentrações de magnésio (Mg2+), 
até encontrar a concentração ideal. Se a concentração de Mg2+ fosse demasiado baixa, 
influenciaria o rendimento do PCR, formando menos produtos. Mas se existir uma 
elevada concentração de Mg2+ podem ocorrer produtos de PCR não específicos. 
 No caso das amplificações 5’ RACE a concentração do MgCl2 foi de 1,5 mM, 
enquanto para a 3’ RACE foi de 2,5 mM. 
 Outro factor tido em consideração foi a temperatura de emparelhamento (Ta), 
que levou à utilização de várias temperaturas diferentes. Esta temperatura vai 
depender das temperaturas de fusão (Tm) dos primers utilizados, tanto os primers 
específicos como os primers adaptador e oligo dT-adaptador. Estas temperaturas 
encontram-se na tabela 4.1. 
 





oligo dT-adaptador (vial 8) 102 °C 
adaptador (vial 9) 70 °C 
SP1 62 °C 62 °C 
SP2 52 °C 57 °C 
SP3 59 °C 57 °C 
SP5 55 °C 62 °C 
SPn 64 °C - 
 
 Para a MDH 3’ realizou-se um PCR adicional, pois o fragmento com a SP5 era 
bastante grande e este facto poderia influenciar a qualidade da sequenciação. Por esta 
razão realizou-se um nested PCR utilizando o SPn. 
 Após a realização dos RACE’s contatou-se que a MDH 5’ apresentava um 
fragmento com cerca de 600 pb, na primeira amplificação e 500 pb na segunda 
amplificação. Isto pode ser comprovado com a figura 4.1. Já a MDH 3’ apresentou um 
fragmento com aproximadamente 1000 pb para a primeira amplificação e 800 pb na 
segunda amplificação, como é demonstrado na figura 4.2. 
 





Figura 4.1 – Amplificação da MDH 5’ A- primeira amplificação,1 - fragmento de 
600 pb e o marcador de 100 pb. B - segunda amplificação, 1 - 500 pb e o marcador de 
100 pb. 
 
Figura 4.2 – Amplificação da MDH 3’ A- primeira amplificação, 1 - fragmento de 
1000 pb e o marcador de 100 pb. B - segunda amplificação, 1 - fragmento de 800 pb e 
o marcador de 100 pb. 
 
 Para a Vac 5’ o fragmento tinha entre 200 e 300 pb, na primeira amplificação e 
100 e 200 pb na segunda amplificação. Isto pode ser observado na figura 4.3. No caso 
da Vac 3’, o fragmento apresentava um comprimento de 700 pb, sendo isso é 
evidenciado na figura 4.4, embora a banda seja muito ténue. 
 
 
Figura 4.3 – Amplificação da Vac 5’. A- primeira amplificação, 1 - fragmento 
entre 200 e 300 pb e marcador de 100 pb. B - segunda amplificação, 1 - fragmento 
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Figura 4.4 – Amplificação da Vac 3´, 1 - fragmento de 700 pb e o marcador de 
100 pb.  
  
 Realizou-se a purificação e extracção dos produtos obtidos por RACE, num gel 
de agarose, para a MDH 3’, MDH 5’ e Vac 3’. Foi necessária esta purificação porque as 





 Realizou-se a inversão dos fragmentos no vector pJET1.2/blunt, seguindo-se a 
clonagem nas células competentes. De seguida semearam-se as células competentes 
em placas de Petri, obtendo-se 4 placas (MDH 3’, MDH 5’, Vac 3’ e Vac 5’). Estas placas 
foram incubadas durante a noite a 37 °C. No dia seguinte procedeu-se ao isolamento 
de algumas colónias das placas iniciais, numa nova placa. 
 Após o processo de incubação das células DH5α, durante uma noite, verificou-
se o aparecimento de contaminantes nas placas de Petri. Este aparecimento ocorreu 
mesmo utilizando todas as precauções exigidas, ou seja, utilizou-se somente material 
esterilizado e ligou-se a luz ultra-violeta 20 min antes da sua utilização. 
 Por causa dos contaminantes não foi possível utilizar as colónias da placa de 
Petri com os fragmentos da Vac 3’, na primeira tentativa de clonagem. Contudo foi 
possível isolar os fragmentos da MDH 3’, da MDH 5’ e da Vac 5’, numa nova placa de 
Petri. Nas figuras 4.5, 4.6 e 4.7 encontram-se o esquema da placa de Petri onde foram 
isoladas algumas colónias dos fragmentos desejados e a fotografia dos géis dos PCRs 
onde foram confirmados a correcta clonagem dos fragmentos desejados. 
  
M 1 





Figura 4.5 – Esquema da placa de Petri onde foram isoladas as colónias para a 
MDH 3’, MDH 5’ e Vac 5’.  
 
 
Figura 4.6 – PCR de confirmação da correcta inserção e clonagem dos 
fragmentos. Com marcador de 100 pb, de 1-3 – MDH 3’ e de 4-7 – MDH 5’. 
 
 
Figura 4.7 – PCR de confirmação da correcta inserção e clonagem dos 
fragmentos. Com marcador de 100 pb, de 8 – MDH 5’ e de 9-13 – Vac 5’. 
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 Verificou-se através da análise do gel, que para a MDH 5’  e Vac 5’ a clonagem e 
isolamento tinham sido efectuadas com sucesso. Mas na MDH 3’ não existiu a inserção 
correta do fragmento no vector. Por esta razão realizou-se uma segunda clonagem 
para a MDH 3’. Para a Vac 3’ também foi necessário proceder-se a uma nova 
clonagem.  
 Na segunda tentativa de clonagem, redobraram-se os cuidados para evitar 
contaminantes, sendo que todo o material utilizado foi esterilizado no dia anterior. O 
facto de a contaminação ter permanecido pode indicar que os contaminantes eram 
provenientes das células DH5α. Os resultados para a segunda tentativa de isolamento 
dos fragmentos da MDH 3’ e Vac 3’ encontram-se nas imagens 4.8 e 4.9. 
 
 
Figura 4.8 – Esquema da placa de Petri onde foram isoladas as colónias para a 
MDH 3’ e Vac 3’, segunda tentativa.  
 
 
Figura 4.9 – PCR de confirmação da correcta inserção e clonagem dos 
fragmentos, segunda tentativa. A- MDH 3’; B- Vac 3’. 
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Foi necessário proceder-se a uma nova clonagem para a MDH 3’, pois só 
apresentava uma colónia com o fragmento de 800 pb.  
Também foi necessário proceder a uma novo isolamento para a Vac 3’, pois a 
placa de Petri onde foram isoladas as células que apresentavam os fragmentos ficou 
muito contaminada. Por esta razão, não foi possível realizar a extracção dos 
plasmídeos. 
A nova tentativa de isolamento foi realizada utilizando 2 colónias diferentes 
tanto para a MDH 3’, como para a Vac 3’, pois eram as únicas colónias da placa original 
que ainda se encontravam em condições. O esquema da placa de isolamento e o 
resultado do PCR de confirmação encontram-se nas figuras 4.10 e 4.11. 
 
Figura 4.10 – Esquema da placa de Petri onde foram isoladas as colónias para a 
MDH 3’ e Vac 3’, terceira tentativa.  
 
 
Figura 4.11 – PCR de confirmação da correcta inserção e clonagem dos 
fragmentos, segunda tentativa. A e B - MDH 3´ e C e D – Vac 3’. 
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 Após a análise do gel, observa-se que foi possível obter para a MDH 3’ o 
fragmento de 800 pb na colónia B, já para a Vac 3’ a colónia C apresentou uma 
correcta clonagem do fragmento de 700 pb. 
 Com todas a extremidades correctamente clonadas foi possível proceder-se à 
extracção dos respectivos plasmídeos recombinantes. O resultado da confirmação da 
extracção está na figura 4.12. Pela análise do gel constata-se que a extracção do vector 
para a Vac 5’ não foi bem-sucedida. Por este motivo foi necessário realizar uma nova 
extracção. Utilizou-se o mesmo procedimento, mas foram utilizadas colónias isoladas 




Figura 4.12 – PCR de confirmação da correcta extracção dos plasmídeos 
recombinantes. 1 e 2 - MDH 3’, B e 4 – MDH5’, 9 e 11 – Vac 5’ e C – Vac 3’. 
 
 
Figura 4.13 – PCR de confirmação da correcta extracção dos plasmídeos 
recombinantes, segunda extracção para a Vac 5’. 
 
Com todos os vectores correctamente extraídos procedeu-se à diluição da 
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 A sequenciação foi realizada pela empresa MacroGen, tendo sido enviados dois 
clones de MDH 5’ e de MDH 3’. Contudo para a Vac 5’ foram enviados 3 clones, pois 
uma das colónias apresentava um fragmento que continha mais pares de bases do que 
os esperados (aproximadamente 500 pb). No caso da Vac 3’, apenas uma colónia se 
apresentava em boas condições, pelo que se procedeu à sequenciação no sentido 
forward e no sentido reverse. 
 Após a entrega dos resultados da sequenciação foi necessário, em primeiro 
lugar, encontrar as sequências laterais ao local de clonagem do vector. Depois 
identificou-se os primers utilizados para cada clone dentro da sequência nucleotídica 
que se encontrava entre as sequências laterais ao local de clonagem do vector. 
 De seguida conferiram-se os cromatogramas, de modo a confirmar que a 
sequência nucleotídica não apresentava erros. Este passo de confirmação foi 
extremamente importante, pois existiam alguns picos nos cromatogramas que não 
estavam bem definidos. Estes picos mal definidos causam erros na sequência 
nucleotídica através da troca de um nucleótido por outro. 
 No clone de Vac 5’ que apresentava cerca de 500 pb após a análise da 
sequência verificou-se que durante a clonagem ocorreu uma duplicação genética. 
 Depois procedeu-se ao alinhamento dos dois clones de cada extremidade, por 
exemplo, para a MDH 5’ alinharam-se os dois clones e verificou-se que, como era 
esperado, que o seu alinhamento era perfeito. No caso em que o alinhamento 
apresentava algum nucleótido mal alinhado, observou-se novamente o cromatograma 
para verificar se existia algum nucleótido indevidamente identificado. 
 Já com as sequências conferidas e livres de erros procedeu-se ao alinhamento 
da extremidade 5’ RACE com a extremidade 3´ RACE e com o DNA molde, obtendo-se 
assim a sequência de cDNA completa. 
 
4.4. Análise das sequências de cDNA 
 
O primeiro passo para analisar as sequências nucleotídicas foi realizar um Blast 
na base de dados NCBI (The National Center for Biotechnology Information), para 
confirmar se os fragmentos obtidos apresentavam homologias com as enzimas em 
estudo. 




Depois identificaram-se as regiões 5´ UTR, ORF e 3’ UTR e se existem sinais de 
poliadenilação na sequência. 
Utilizou-se o programa BLAST da base de dados NCBI para encontrar as 
espécies que apresentavam uma maior similaridade com as sequências das enzimas 
MDH e Vac H+ ATPase sequenciadas. Também colocou-se a sequência nucleótida da 
ORF no programa Search for Conserved Domain da NCBI, de forma a confirmar se as 
sequências apresentavam os domínios das enzimas em estudo. 
 
4.4.1. Análise da MDH 
 
A sequência de NAD-MDH citosólica sequenciada apresenta 1364 nucleótidos, 
com um ORF de 996 nucleótidos, que codifica uma proteína com 332 aminoácidos. 
Também contém uma zona 5’ UTR com 84 nucleótidos e uma zona 3’ UTR com 284 
nucleótidos. NA 3’ UTR encontra-se o codão de terminação, que é a sequência TAA, um 
sinal de poliadenilação (AATAAA) e uma cauda de adeninas com 15 nucleótidos. Isto 
pode ser observado na figura 4.14. 
A sequência da NAD-MDH citosólica foi caracterizada para o trigo, obtendo 
também o mesmo sinal de poliadenilação. Na ORF também foi localizado o sítio activo 
da enzima e também o local de ligação ao co-factor NAD, tendo por base as sequências 
conservadas destes locais [77]. 
De seguida procedeu-se ao Blast no NCBI, analisando os resultados verifica-se 
que esta sequência apresenta muita similaridade com as sequências que codificam 
para a MDH citosólica nas espécies Corylus heterophylla (JF428130.1), Populus 
trichocarpa (XM_002332708.1), Lupinus angustifolius (HQ690187.1) e Catharanthus 
roseus (HQ380175.1). 
Efectou-se um alinhamento múltiplo utilizando a sequência amplificada por 
RACE na Annona cherimola e as espécies descritas anteriormente. Este alinhamento foi 
realizado utilizando o programa TCOFFEE disponível na base de dados ExPASy, os 
resultados deste alinhamento encontram-se nos Anexos. Observou-se que existe uma 








       1 GGCCACAGCTGCGTTTTCTGCTCTCGTCTTTTCCTCTCCCTTTGTAGGGTTTTGATTCCT 
       1                         M  A  K  E  P  V  R  V  L  V  T  G   
      61 GCGAACTCTCTTCATCCTCCATCAATGGCGAAAGAACCAGTTCGAGTTCTCGTTACAGGA 
      13 A  A  G  Q  I  G  Y  A  L  V  P  M  I  A  R  G  V  M  L  G   
     121 GCCGCTGGACAAATTGGGTATGCTCTTGTTCCAATGATTGCAAGAGGTGTGATGCTGGGT 
      33 P  D  Q  P  V  I  L  H  M  L  D  I  A  P  A  A  E  A  L  N   
     181 CCTGACCAGCCTGTAATTTTACACATGCTTGACATTGCACCAGCTGCTGAGGCCCTGAAT 
      53 G  V  K  M  E  L  V  D  A  A  F  P  L  L  K  G  V  V  A  T   
     241 GGAGTAAAAATGGAGTTGGTTGATGCTGCATTTCCTCTTCTTAAAGGTGTGGTTGCTACA 
      73 T  D  V  V  E  A  C  T  G  V  N  I  A  V  M  V  G  G  F  P   
     301 ACTGACGTTGTTGAGGCATGCACTGGTGTCAATATTGCTGTTATGGTTGGTGGGTTCCCA 
      93 R  K  E  G  M  E  R  K  D  V  M  S  K  N  V  S  I  Y  K  S   
     361 AGGAAAGAAGGTATGGAAAGAAAAGATGTGATGTCCAAAAATGTCTCTATCTACAAGTCT 
     113 Q  A  S  A  L  E  K  H  A  A  A  N  C  K  V  L  V  V  A  N   
     421 CAGGCATCTGCATTAGAGAAGCATGCAGCTGCAAACTGCAAGGTTCTTGTTGTTGCTAAT 
     133 P  A  N  T  N  A  L  I  L  K  E  F  A  P  S  I  P  E  K  N   
     481 CCAGCTAACACTAATGCATTGATTTTGAAAGAGTTTGCTCCATCCATTCCTGAGAAAAAT 
     153 I  T  C  L  T  R  L  D  H  N  R  A  L  G  Q  I  S  E  R  L   
     541 ATAACATGCTTGACACGGTTGGATCACAATAGGGCACTTGGTCAGATCTCAGAGAGGCTA 
     173 N  V  Q  V  S  D  V  K  N  V  I  I  W  G  N  H  S  S  T  Q   
     601 AATGTGCAAGTCAGTGATGTGAAAAATGTTATCATTTGGGGAAATCATTCTTCAACACAG 
     193 Y  P  D  V  N  H  A  T  L  K  T  P  N  G  E  K  S  V  K  E   
     661 TATCCTGATGTCAACCATGCCACTCTCAAAACACCCAATGGCGAAAAGTCTGTTAAGGAG 
     213 L  I  A  D  D  E  W  L  K  G  E  F  I  T  T  V  Q  Q  R  G   
     721 CTCATTGCTGATGATGAATGGTTGAAAGGAGAATTCATTACAACTGTCCAACAACGAGGT 
     233 A  A  I  I  K  A  R  K  L  S  S  A  L  S  A  A  S  S  A  C   
     781 GCTGCAATAATAAAGGCACGTAAGCTCTCAAGTGCTTTGTCTGCTGCAAGTTCTGCTTGC 
     253 D  H  I  R  D  W  V  L  G  T  P  E  G  T  W  V  S  M  G  V   
     841 GACCATATTCGTGATTGGGTGCTGGGAACCCCTGAGGGCACTTGGGTCTCCATGGGTGTG 
     273 Y  S  D  G  S  Y  N  V  P  A  G  L  I  Y  S  F  P  V  T  C   
     901 TACTCTGATGGTTCTTACAATGTACCTGCTGGACTAATATATTCTTTCCCAGTCACATGC 
     293 C  S  G  E  W  T  I  V  Q  G  L  S  I  D  E  F  S  R  N  K   
     961 TGCAGTGGAGAATGGACTATCGTCCAAGGACTTTCAATTGATGAATTTTCGAGGAATAAA 
     313 L  D  A  T  A  A  E  L  T  E  E  K  A  L  A  Y  S  C  L  S   
    1021 CTGGATGCAACTGCAGCGGAGCTGACCGAGGAAAAGGCCTTAGCTTATTCATGCCTTTCT 
     333 *                                                            
    1081 TAAACTCCCATACCATTTGGCCACTATGCCCGAGTGAATTTTCATGCATACAAGGTACAG 
    1141 AGATCTATGGTTTCCAAAATAAAGCTATCGACTTGTCTGGATAGCCGTGGAGGAGCCTTC 
    1201 ATTGCTCATCTTTGTCAATCTGTCGTGATTTTATTCTCGTATCTTTTTACCTATGGCCAC 
    1261 TTTACATAGGAGATTTTGTTTTGACGTTTTTGAACCTTTATTGCCTATGAAGTTATACTA 
    1321 AGACCACTTATATGGGAGGTTTTGTTTTGAAAAAAAAAAAAAAA 
Figura 4.14 – Sequência nucleotídica de cDNA e sequência aminoacídica 
deduzida para a NAD-MDH citosólica da Annona cherimola. As letras a azul 
representam aminoácidos, os codões de iniciação e terminação estão sublinhados e o 
sinal de poliadenilação está realçado com a cor cinzenta, os nucleótidos que estão a 
vermelho são os que codificam o sítio activo da enzima e os nucleótidos que estão a 
verde codificam os aminoácidos que se ligam ao NAD. 
 




 Para confirmar que realmente foi amplificada a MDH citosólica procedeu-se à 
análise da ORF, de forma a encontrar os domínios, para tal utilizou-se o programa 
Search for Conserved Domain da NCBI. Após a análise dos resultados verificou-se que, 
como esperado, a ORF da sequência amplificada apresenta os domínios da MDH 
citosólica. Este resultado pode ser comprovado pela observação da figura 4.15. Como 




Figura 4.15 – Resultado da colocação da ORF da MDH da Annona cherimola no 
programa Search for Conserved Domain da NCBI. 
  
 Yao [54] observou que para a maçã o gene da MDH citosólica era expresso 
constitutivamente nas raízes, caules e folhas. Ding [77] caracterizou a NAD-MDH 
citosólica para o trigo. Verificando através de uma análise por Northern Blot, que 
existia mRNA nas folhas, caules e raízes. Por isso, na Annona cherimola o gene da MDH 
também deve ser expresso constitutivamente em vários tecidos celulares diferentes. 
A ORF da sequência de cDNA da Annona cherimola codifica uma proteína com 
um ponto isoeléctrico de 5,92 e uma massa molecular de 35535,92. Estes valores 
foram calculados utilizando o programa Compute pI/Mw, que está localizado na base 
de dados ExPASy (http://web.expasy.org/compute_pi/). Os valores obtidos são da 
mesma ordem de grandeza da NAD-MDH citosólica do trigo. No caso do trigo, a 
enzima NAD-MDH apresenta um ponto isoeléctrico de 5,9 e uma massa molecular 
relativa de 35500 [77]. 
   
4.4.2. Análise da Vac H+ ATPase. 
 
A sequência de cDNA para a Vac H+ ATPase contém 799 nucleótidos, dos quais 
498 nucleótidos fazem parte do ORF, codificando uma proteína com 166 aminoácidos. 
Também apresenta uma zona 5’ UTR com 36 nucleótidos e uma zona 3’ UTR com 265 




nucleótidos. O codão de terminação é a sequência TGA e contem uma cauda de 
adeninas com 15 nucleótidos. Isto pode ser verificado na figura 4.16. 
 Apesar de existir uma cauda de adeninas não foi possível encontrar um sinal de 
poliadenilação. Foram analisadas várias sequências que habitualmente são 
consideradas sinais de poliadenilação. Como por exemplo, AATAAA [78], AATGAA [79], 
AATAAT [80], AATGAT [81] e ATTAAATAAT [82]. 
 Com o Blast realizado no NCBI verificou-se que a sequência amplificada para a 
Annona cherimola da Vac H+ ATPase apresentava maior similaridade com a subunidade 
C. Com muitos clones de Vitis vinífera. 
 Efectou-se um alinhamento múltiplo utilizando a sequência amplificada por 
RACE na Annona cherimola e as espécies M. crystallinum (X94999.1), Ricinus communis 
(XM_002510440.1), Plantago major (AM111326.1) e Popullus trichocarpa 
(XM_002307663.1). Este alinhamento foi realizado utilizando o programa TCOFFEE 
disponível na base de dados ExPASy, os resultados deste alinhamento encontram-se 
nos Anexos. Observou-se que existe uma grande quantidade de nucleótidos 
conservados. 
 
       1                                     M  S  S  A  G  F  S  S   
       1 CTCTATTTCGATTCCTTCAAACCTAATCCCGCAGAAATGTCTTCTGCTGGCTTCAGCAGC 
       8 D  E  T  A  P  F  F  G  F  L  G  A  A  A  A  L  V  F  S  C   
      61 GATGAAACTGCTCCGTTCTTCGGATTCCTTGGCGCTGCTGCTGCCCTCGTCTTCTCCTGC 
      28 M  G  A  A  Y  G  T  A  K  S  G  V  G  V  A  S  M  G  V  M   
     121 ATGGGGGCTGCGTACGGGACTGCCAAGAGCGGGGTCGGTGTTGCCTCCATGGGAGTTATG 
      48 R  P  E  L  V  M  K  S  I  V  P  V  V  M  A  G  V  L  G  I   
     181 AGGCCTGAGCTCGTGATGAAGTCAATCGTCCCAGTCGTTATGGCCGGTGTGTTAGGTATT 
      68 Y  G  L  I  I  A  V  I  I  S  T  G  I  N  P  R  A  K  S  Y   
     241 TATGGTTTGATCATAGCTGTGATTATCAGTACTGGAATTAATCCTAGGGCGAAGTCCTAC 
      88 Y  L  F  D  G  Y  A  H  L  S  S  G  L  A  C  G  L  A  G  L   
     301 TATCTCTTTGATGGGTATGCCCACCTCTCGTCGGGTCTTGCTTGCGGTCTTGCTGGGCTG 
     108 S  A  G  M  A  I  G  I  V  G  D  A  G  V  R  A  N  A  Q  Q   
     361 TCTGCTGGAATGGCAATTGGAATCGTCGGAGATGCTGGCGTTAGAGCCAATGCTCAGCAG 
     128 P  K  L  F  V  G  M  I  L  I  L  I  F  A  E  A  L  A  L  Y   
     421 CCAAAACTTTTTGTTGGGATGATCCTCATTCTCATCTTTGCTGAAGCACTGGCACTTTAT 
     148 G  L  I  V  G  I  I  L  L  F  R  A  G  Q  S  R  A  D  *      
     481 GGCCTTATCGTGGGCATCATCTTACTATTCCGAGCTGGTCAATCTCGGGCAGACTGAGAA 
     541 ATCACGCCTCAAGGCATTTTGGGAACGCTTTGTGTGCCTGCATAGAACATTGATTGTAAC 
     601 CGAATTAGCTGCTACTATGTTTATGATGGTTCAAGGAGCTGCTCTCTGTGGAGTTCCTTG 
     661 AGATTTTTATTCCCCTTCTCTCTTTCCACAACAGTTGCGCTCAATTTCTTCTTCGGCATC 
     721 TCTCCATTGGAGAGATGTTATGAACAATGTAAGCTCGTATATGGAGTATCTATATTCTTT 
     781 GCCCAAAAAAAAAAAAAAA 
Figura 4.16 – Sequência nucleotídica de cDNA e sequência aminoacídica 
deduzida para a Vac H+ ATPase da Annona cherimola. As letras a azul representam 
aminoácidos, os codões de iniciação e terminação estão sublinhados. 




 Depois analisou-se a ORF, encontrando os domínios, para tal utilizou-se o 
programa Search for Conserved Domain da NCBI. Após a análise dos resultados 
verificou-se que o ORF da sequência amplifica apresenta os domínios para a família das 
ATPases, este resultado pode ser comprovado pela observação da figura 4.17. Como 
tal podemos inferir que concretizou-se o objectivo de amplificar a Vac H+ ATPase da 
Annona cherimola, neste caso foi amplificada o cDNA da subunidade C. 
 
 
Figura 4.17 – Resultado da colocação da ORF da Vac H+ ATPase da Annona 
cherimola no programa Search for Conserved Domain da NCBI. 
 
 Foram calculados o ponto isoeléctrico e a massa molecular relativa utilizando o 
programa Compute pI/Mw, da ExPASy. Verificou-se que a subunidade C da Vac H+ 
ATPase apresenta um ponto isoeléctrico de 9,58 e uma massa molecular de 12233,79. 
 A subunidade C da Vac H+ ATPase tem uma função importante na inibição da 
actividade desta enzima. Já que se verificou através de estudos, utilizando a 
microscopia electrónica, que esta subunidade é essencial para a nova montagem dos 
complexos V1 e V0, após o seu dissociamento [83], [84]. 
 A glucose estimula a actividade da Vac H+ ATPase, quando existe pouca glucose 
é induzida a dissociação dos domínios V1 e V0. A subunidade C é a única que consegue 
sair reversivelmente da enzima após a diminuição da glucose, isso leva à separação do 
domínio V1 do domínio V0. Por outro lado, a subunidade C consegue detectar 
mudanças na concentração de ATP e induzir a regulação da dissociação da enzima [83], 
[84]. 
 Para a subunidade C da Vac H+ ATPase da cevada (Hordeum vulgare), os 
transcritos de mRNA são expressos tanto nas folhas como nas raízes [85]. Uma vez que 
esta enzima é ubíqua, na Annona cherimola também deverá ser expresso em várias 


























Pretendeu-se sequenciar e caracterizar a MDH e a Vac H+ ATPase, que são 
expressas no processo de amadurecimento do fruto da Annona cherimola. Neste 
trabalho foram amplificados os cDNAs que codificam a MDH e a Vac H+ ATPase, 
utilizando a técnica RACE. Está técnica revelou-se adequada para o objectivo proposto, 
uma vez que foram obtidas as extremidades 5’ e 3’ para os dois genes estudados. 
Após a sequenciação procedeu-se à união do 5’ RACE com a 3’ RACE para cada 
um dos genes. Verificou-se que a sequência de cDNA para MDH a sequência 
nucleotidica apresentou 1364 nucleótidos, enquanto para a Vac H+ ATPase foram 799 
nucleótidos. 
Após a análise do cDNA da MDH e verificou-se que este contém uma zona 5’ 
UTR com 84 nucleótidos, uma zona 3’ UTR com 284 nucleótidos, que apresenta um 
sinal de poliadenilação com a sequência AATAAA. A ORF apresenta 996 nucleótidos, 
codificando uma proteína com 332 aminoácidos. 
Pela realização do Blast e da localização dos domínios da ORF pode-se inferir 
que o objectivo de amplificar a NAD-MDH citosólica foi bem-sucedido. 
Para a Vac H+ ATPase a 5’ UTR continha 36 nucleótidos, a 3’ UTR apresentava 
265 e a ORF contém 498 nucleótidos, codificando uma proteína com 166 aminoácidos. 
O codão de terminação é a sequência TGA e contem uma cauda de adeninas com 15 
nucleótidos. 
Através do Blast e do conhecimento dos domínios codificados pelo ORF do 
cDNA verifica-se que foi amplificada a subunidade C da Vac H+ ATPase. Está 
subunidade apresenta um papel muito importante na dissociação reversível dos 
domínios V1 e V0. 
 Este trabalho deve ser encarado como mais um passo para compreender 
melhor a expressão da MDH e da Vac H+ ATPase durante o amadurecimento na 
Annona cherimola. Contudo, existem algumas sugestões de melhoramento que 
gostaria de referir: 
 - Confirmar se estes genes apenas se encontram no fruto, ou também estão 
presentes nas raízes, caule e folhas da árvore e se existem isoformas ao longo nos 
diferentes tecidos. Ainda iria permitir identificar a existência de isoformas. 
 - Tentar amplificar as outras subunidades da Vac H+ ATPase, de forma a poder 
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Resultado do BLAST efectuado no NCBI, para a sequência de cDNA da MDH citosólica 




Alinhamento múltiplo realizado para a MDH, utilizando o programa T-COFFEE 
localizado na base de dados ExPASy (http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-
bin/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi?stage1=1&daction=TCOFFEE::Regular). 
A. cherimola     ATGGCGAAAGAACCAGTTCGAGTTCTCGTTACAGGAGCCGCTGGACAAAT 
C. heterophyla   ATGGCGAAAGAACCAGTTCGCATTCTCGTTACTGGAGCTGCAGGACAAAT 
P. trichocarpa   ATGGCAAAGGAACCCGCTCGCGTTCTCGTTACTGGAGCTGCAGGACAAAT 
L. angustifolius ATGGCCAAAGACCCAGTTCGTGTTCTTGTCACTGGTGCTGCAGGACAAAT 
C. roseus        ATGGCAAAAGAGCCCGTTCGTGTTCTCGTCACCGGTGCCGCAGGGCAAAT 
                 ***** ** ** ** * ***  **** ** ** ** ** ** ** ***** 
 
A. cherimola     TGGGTATGCTCTTGTTCCAATGATTGCAAGAGGTGTGATGCTGGGTCCTG 
C. heterophyla   TGGATATGCTCTTGTCCCCATGATTGCTAGGGGAGTGGTGTTGGGTGCTG 
P. trichocarpa   TGGATATGCTCTTGTCCCCATGATTGCTAGGGGAGTGATGCTTGGTCCTG 
L. angustifolius CGGGTATGCTCTTGTCCCGATGATTGCTAGGGGAGTGATGCTGGGTGCTG 
C. roseus        CGGTTATGCTCTCGTTCCCATGATTGCCAGGGGAGTTATGTTGGGTGCTG 
                  ** ******** ** ** ******** ** ** **  ** * *** *** 
 
A. cherimola     ACCAGCCTGTAATTTTACACATGCTTGACATTGCACCAGCTGCTGAGGCC 
C. heterophyla   ACCAGCCTGTGATCCTCCACATGCTTGATATCGCTCCTGCTGCAGAGGCT 
P. trichocarpa   ACCAGCCTGTGATCCTCCACATGCTAGATATCCCACCTGCAGCCGAGGCA 
L. angustifolius ACCAGCCCGTCATCCTCCACTTGCTTGACATTCCACCTGCAGCAGAGTCA 
C. roseus        ATCAACCTGTTATCCTCCACATGCTAGATATTCCTCCTGCTGCAGAGGCA 
                 * ** ** ** **  * *** **** ** **  * ** ** ** *** *  
 
A. cherimola     CTGAATGGAGTAAAAATGGAGTTGGTTGATGCTGCATTTCCTCTTCTTAA 
C. heterophyla   TTGAATGGGGTGAAAATGGAGTTGGTGGATGCTGCATTCCCTCTTCTCAA 
P. trichocarpa   TTGAATGGTGTGAAGATGGAGTTGGTAGATGCTGCATTTCCTCTTCTTAA 
L. angustifolius CTGAATGGTGTTAAAATGGAGTTGGTGGATGCTGCATTCCCTCTTCTTAA 
C. roseus        TTGAATGGGGTTAAGATGGAATTGGTTGATGCTGCTTTTCCTCTACTTAA 
                  ******* ** ** ***** ***** ******** ** ***** ** ** 
 
A. cherimola     AGGTGTGGTTGCTACAACTGACGTTGTTGAGGCATGCACTGGTGTCAATA 
C. heterophyla   AGGTGTCATTGCTACAACTGACGTTGTTGAGGCATGCACCGGGGTTAACA 
P. trichocarpa   AGGTGTTGTTGCTACAACTGATGTTGTGGAGGCCTGCACCGGGGTTAACA 
L. angustifolius AGGTGTTGTTGCTACAACTGATGTGGTTGAGGCATGCACTGGTGTCAATA 
C. roseus        AGGTGTTGTCGCTACAACTGATGTTGCTGAGGCTTGTGCTGGTGTTAACA 
                 ******  * *********** ** *  ***** **  * ** ** ** * 
 
A. cherimola     TTGCTGTTATGGTTGGTGGGTTCCCAAGGAAAGAAGGTATGGAAAGAAAA 
C. heterophyla   TTGCAATCATGGTTGGTGGGTTCCCAAGGAAAGAAGGCATGGAAAGGAAA 
P. trichocarpa   TTGCAGTAATGGTTGGTGGCTTCCCAAGGAAGGAAGGAATGGAGAGAAAA 
L. angustifolius TTGCTGTATTGGTTGGTGGATTCCCTAGAAAAGAAGGTATGGAGAGGAAA 
C. roseus        TTGCTGTGATGGTTGGTGGGTTCCCAAGGAAAGAGGGAATGGAGCGGAAA 
                 ****  *  ********** ***** ** ** ** ** *****  * *** 
 
A. cherimola     GATGTGATGTCCAAAAATGTCTCTATCTACAAGTCTCAGGCATCTGCATT 
C. heterophyla   GACGTGATGTCGAAAAATGTGTCAATTTATAAGTCTCAGGCTTCTGCACT 
P. trichocarpa   GATGTGATGTCTAAAAATGTGTCAATTTACAAGTCACAGGCTTCTGCTCT 
L. angustifolius GATGTGATGTCTAAAAATGTCTCTATTTACAAGTCCCAGGCTTCTGCTCT 
C. roseus        GATGTAATGTCAAAGAATGTATCTATTTACAAGTCCCAAGCTTCTGCACT 
                 ** ** ***** ** ***** ** ** ** ***** ** ** *****  * 
 
A. cherimola     AGAGAAGCATGCAGCTGCAAACTGCAAGGTTCTTGTTGTTGCTAATCCAG 
C. heterophyla   TGAGAAGCATGCAGCAGCAAACTGCAAGGTTGTGGTTGTAGCTAACCCAG 
P. trichocarpa   TGAGAAGCATGCAGCTGCAAACTGCAAGGTTTTGGTTGTTGCTAACCCAG 
L. angustifolius TGAAAAGCATGCTGCTGCTAACTGCAAGGTTCTGGTTGTTGCTAACCCAG 
C. roseus        TGAGCAATATGCTGCCCCTAACTGCAAGGTTTTGTTTGTTGCTAACCCAG 




A. cherimola     CTAACACTAATGCATTGATTTTGAAAGAGTTTGCTCCATCCATTCCTGAG 
C. heterophyla   CAAACACTAATGCATTGATCTTGAAGGAATTTGCACCTTCTATCCCAGAG 
P. trichocarpa   CAAACACCAATGCATTGATTTTAAAGGAATTTGCACCATCTATTCCTGAG 
L. angustifolius CAAACACCAATGCATTGATCCTGAAGGAATTTGCTCCATCTATTCCAGAG 
C. roseus        CCAACACCAATGCATTGATTCTGAAGGAATTTGCACCATCTATTCCTGCA 
                 * ***** ***********  * ** ** ***** ** ** ** ** *   
 
A. cherimola     AAAAATATAACATGCTTGACACGGTTGGATCACAATAGGGCACTTGGTCA 
C. heterophyla   AAAAACATTACTTGTTTGACAAGACTGGATCATAACAGAGCTTTGGGCCA 
P. trichocarpa   AAAAACATTACTTGTTTGACAAGACTGGACCATAACAGGGCACTTGGTCA 
L. angustifolius AAAAACATTTCTTGTTTGACTAGACTGGATCATAACAGGGCACTGGGCCA 
C. roseus        AAAAATGTTACTTGTTTGACAAGATTGGACCACAACAGGGCCCTTGGTCA 
                 *****  *  * ** *****  *  **** ** ** ** **  * ** ** 
 
A. cherimola     GATCTCAGAGAGGCTAAATGTGCAAGTCAGTGATGTGAAAAATGTTATCA 
C. heterophyla   GATTTCTGAGAGACTAAATGTTCAAGTTTGTGATGTTAAAAATGTTATTA 
P. trichocarpa   AATTTCAGAGAGGTTGAATGTCCAAGTCTCTGATGTTAAAAATGTGATTA 
L. angustifolius AATTTCTGAAAGACTGAACGTTCAAGTTTCTGATGTAAAAAATGTTATAA 
C. roseus        AATCTCAGAGAGATTGAACGTTCCAGTTTCTGAGGTTAAAAATGTCATAA 
                  ** ** ** **  * ** ** * ***   *** ** ******** ** * 
 
A. cherimola     TTTGGGGAAATCATTCTTCAACACAGTATCCTGATGTCAACCATGCCACT 
C. heterophyla   TCTGGGGTAATCATTCATCGACCCAGTATCCTGATGTCAGCCATGCAACC 
P. trichocarpa   TTTGGGGGAATCACTCATCTACTCAGTACCCTGATGTCAACCATGCTACT 
L. angustifolius TCTGGGGTAACCATTCATCAACTCAGTATCCTGATGCCAACCATGCAACT 
C. roseus        TTTGGGGAAATCACTCCTCAACACAATATCCTGATGTCAACCATGCCACT 
                 * ***** ** ** ** ** ** ** ** ******* ** ****** **  
 
A. cherimola     CTCAAAACACCCAATGGCGAAAAGTCTGTTAAGGAGCTCATTGCTGATGA 
C. heterophyla   GTGAAAACACCATCTGGAGAGAAGCCTGTCCCTGCGCTTGTTGCTGATGA 
P. trichocarpa   GTTAAGACTCCAGCTGGGGAGAAACCCGTGCGGGAGCTTGTTAAGGATGA 
L. angustifolius GCTACAACTCCAGCTGGGGAAAAGCCTGTCCGTGAACTTGTTGCTGATGA 
C. roseus        GTTAAAACATCAGCTGGAGAAAAGCCTGTGCGGGAGCTAGTTAAAGATGA 
                    *  **  *   *** ** **  * **    *  **  **   ***** 
 
A. cherimola     TGAATGGTTGAAAGGAGAATTCATTACAACTGTCCAACAACGAGGTGCTG 
C. heterophyla   TGCATGGTTGAAGGGAGAATTCATTTCTACTGTTCAACAACGTGGTGCTG 
P. trichocarpa   TGCATGGTTGAATGCAGAGTTCATCACTACTGTTCAACAACGTGGTGCTG 
L. angustifolius TGCCTGGTTGAATTCAGAATTCATAGCTACTGTCCAGCAACGTGGTGCTG 
C. roseus        TGAATGGTTGAATGGGGAGTTCATAACTACTGTCCAGCAACGTGGTGCTG 
                 **  ********    ** *****  * ***** ** ***** ******* 
 
A. cherimola     CAATAATAAAGGCACGTAAGCTCTCAAGTGCTTTGTCTGCTGCAAGTTCT 
C. heterophyla   CAATTATCAAAGCTAGAAAGCTGTCAAGTGCATTGTCTGCTGCTAGCTCT 
P. trichocarpa   CAATCATTAAAGCACGAAAGCTTTCAAGTGCATTATCTGCTGCTAGCTCT 
L. angustifolius CAATTATTAAAGCTAGAAAGCTTTCAAGTGCACTATCTGCTGCTAGTGCT 
C. roseus        CAATTATTAAAGCCAGGAAGCTTTCTAGTGCACTTTCTGCTGCTAGTGCT 
                 **** ** ** **  * ***** ** *****  * ******** **  ** 
  
A. cherimola     GCTTGCGACCATATTCGTGATTGGGTGCTGGGAACCCCTGAGGGCACTTG 
C. heterophyla   GCTTGTGACCACATTCGTGACTGGGTCCTTGGAACCCCAGAGGGCACTTG 
P. trichocarpa   GCTTGTGACCACATTCATGATTGGGTTCTTGGAACTCCTGAGGGCACCTG 
L. angustifolius GCCTGTGACCACATCCGAGACTGGGTTCTTGGAACTCCTGAGGGCACCTG 
C. roseus        GCATGTGACCACATTCGTGACTGGGTCCTTGGAACTCCTGAGGGCACTTG 









A. cherimola     GGTCTCCATGGGTGTGTACTCTGATGGTTCTTACAATGTACCTGCTGGAC 
C. heterophyla   GGTATCCATGGGGGTATACTCTGATGGTTCATACAATGTACCAGCTGGAC 
P. trichocarpa   GGTTTCCATGGGGGTGTACTCTGATGGCTCGTACAATGTACCAGCTGGTC 
L. angustifolius GGTATCAATGGGAGTATATTCTGATGGTTCATACGATGTACCAGCTGGAC 
C. roseus        GGTCTCCATGGGTGTATACTCAGATGGCTCCTACAATGTCCCTGCTGGTC 
                 *** ** ***** ** ** ** ***** ** *** **** ** ***** * 
 
A. cherimola     TAATATATTCTTTCCCAGTCACATGCTGCAGTGGAGAATGGACTATCGTC 
C. heterophyla   TCATTTATTCCTTCCCTGTCACTTGTCGCAATGGAGAGTGGAAGATAGTT 
P. trichocarpa   TAATTTATTCCTTCCCTGTTACTTGTCAGAATGGAGAGTGGAAAATTGTT 
L. angustifolius TGATCTATTCATTCCCTGTCACCGCTGCCAATGGTGAATGGAAAATAGTT 
C. roseus        TTATTTACTCCTTCCCAGTTACATGTAAAAATGGAGAATGGACTGTTGTT 
                 * ** ** ** ***** ** **       * *** ** ****   * **  
 
A. cherimola     CAAGGACTTTCAATTGATGAATTTTCGAGGAATAAACTGGATGCAACTGC 
C. heterophyla   CAAGGACTTTCAATTGATGAGTTCTCGAGGAAGAAGTTGGACTTGACAGC 
P. trichocarpa   CAAGGTCTTAGCATTGATGAATTCTCAAGGAAAAAGTTGGATTTGACAGC 
L. angustifolius CAAGGACTTCCAATTGATGAGTTCTCAAGGAAAAAGTTGGACTTGACAGC 
C. roseus        CAAGGACTTCCAATTGACGAGTTATCAAGAAAGAAGATGGACTCAACAGC 
                 ***** ***   ***** ** ** ** ** ** **  ****    ** ** 
 
A. cherimola     AGCGGAGCTGACCGAGGAAAAGGCCTTAGCTTATTCATGCCTTTC---T 
C. heterophyla   AGAGGAGCTGACTGAGGAGAAGGCCTTGGCTTACTCATGCCTCTCTTAG 
P. trichocarpa   AGATGAGCTTTCTGAGGAGAAGGCTCTTGCTTACTCGTGTCTCACTTAG 
L. angustifolius ACAAGAGCTTTCTGAGGAAAAGGCTTTAGCTCACTCTTGCCTCTCTTAG 
C. roseus        TGAAGAACTCTCTGAGGAAAAGGCTTTGGCATACTCATGTCTTACTTAA 





Resultado do BLAST efectuado no NCBI, para a sequência de cDNA da Vac H+ ATPase 





Alinhamento múltiplo realizado para a Vac H+ ATPase, utilizando o programa T-COFFEE 
localizado na base de dados ExPASy (http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-
bin/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi?stage1=1&daction=TCOFFEE::Regular). 
A.cherimola        ATGTCTTCTGCTGGCTTCAGCAGCGATGAAACTGCTCCGTTCTTCGGATT 
M.crystallinum     ATGTCAACCGT---CTTCAATGGCGATGAAACGGCGCCGTTCTTCGGCTT 
R.communis         ATGGCTCCGGC---ATTTAGCGGCGATGAGACTGCTCCTTTCTTTGGGTT 
P.plantago         ATGTCTTCTAC---CTTCAGCGGCGATGAAACTGCTCCTTTCTTCGGCTT 
P. trichocarpa     ATGTCTTCAAC---ATTCAGTGGAGATGAAACTGCGCCGTTCTTCGGATT 
                   *** *  *       ** *   * ***** ** ** ** ***** ** ** 
 
A.cherimola        CCTTGGCGCTGCTGCTGCCCTCGTCTTCTCCTGCATGGGGGCTGCGTACG 
M.crystallinum     CCTCGGCGCCGCTGCCGCTCTCGTCTTCTCCTGTATGGGAGCTGCGTATG 
R.communis         CCTTGGCGCTGCTGCTGCTCTCGTTTTCTCCTGCATGGGAGCTGCTTATG 
P.plantago         CCTGGGAGCCGCTGCTGCCCTCGTCTTCTCCTGCATGGGTGCAGCCTACG 
P. trichocarpa     CCTTGGCGCTGCTGCCGCCCTCGTTTTCTCCTGCATGGGAGCTGCTTACG 
                   *** ** ** ***** ** ***** ******** ***** ** ** ** * 
 
A.cherimola        GGACTGCCAAGAGCGGGGTCGGTGTTGCCTCCATGGGAGTTATGAGGCCT 
M.crystallinum     GAACGGCGAAGAGTGGTGTTGGAGTGGCATCAATGGGAGTGATGAGGCCT 
R.communis         GAACAGCCAAGAGCGGGGTTGGTGTGGCATCAATGGGTGTGATGAGACCG 
P.plantago         GAACGGCGAAGAGTGGTGTTGGAGTGGCGTCGATGGGAGTCATGAGGCCT 
P. trichocarpa     GTACCGCGAAGAGTGGAGTTGGCGTTGCATCAATGGGTGTGATGCGACCA 
                   * ** ** ***** ** ** ** ** ** ** ***** ** *** * **  
 
A.cherimola        GAGCTCGTGATGAAGTCAATCGTCCCAGTCGTTATGGCCGGTGTGTTAGG 
M.crystallinum     GAGCTTGTGATGAAGTCAATTGTCCCAGTTGTTATGGCTGGTGTTTTGGG 
R.communis         GAGCTAGTGATGAAATCTATTGTTCCGGTGGTTATGGCAGGAGTTTTAGG 
P.plantago         GAGCTGGTGATGAAGTCGATTGTTCCAGTGGTTATGGCTGGTGTGTTGGG 
P. trichocarpa     GAGCTCGTGATGAAATCCATAGTCCCGGTCGTTATGGCTGGAGTTTTGGG 
                   ***** ******** ** ** ** ** ** ******** ** ** ** ** 
 
A.cherimola        TATTTATGGTTTGATCATAGCTGTGATTATCAGTACTGGAATTAATCCTA 
M.crystallinum     TATTTATGGGTTGATTATTGCTGTGATTATCAGTACTGGGATTAACCCTA 
R.communis         TATATACGGTTTGATTATTGCTGTGATCATTAGTACAGGAATTAATCCCA 
P.plantago         TATCTATGGTTTGATTATTGCTGTGATTATCAGCACTGGCATTAACCCCA 
P. trichocarpa     TATATACGGTCTGATTATTGCCGTGATTATCAGTACTGGTATTAACCCGA 
                   *** ** **  **** ** ** ***** ** ** ** ** ***** ** * 
 
A.cherimola        GGGCGAAGTCCTACTATCTCTTTGATGGGTATGCCCACCTCTCGTCGGGT 
M.crystallinum     AGGCTAAATCTTACTATCTATTTGATGGTTATGCCCATCTCTCTTCTGGT 
R.communis         AGGCTAAATCCTATTATCTCTTCGACGGATACGCTCACCTCTCTTCTGGT 
P.plantago         AGGCCAAGTCTTACTACCTTTTCGATGGGTATGCTCATCTCTCTTCCGGT 
P. trichocarpa     AGGCAAAATCCTATTATCTGTTCGATGGATATGCTCATCTTTCTTCTGGT 
                    *** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** *** 
 
A.cherimola        CTTGCTTGCGGTCTTGCTGGGCTGTCTGCTGGAATGGCAATTGGAATCGT 
M.crystallinum     CTTGCTTGTGGTCTTGCTGGTTTGTCTGCTGGTATGGCTATTGGTATTGT 
R.communis         CTCGCTTGTGGTCTCGCTGGTCTTTCTGCTGGTATGGCCATTGGCGTCGT 
P.plantago         CTTGCTTGTGGATTGGCTGGTCTTGCTGCTGGGATGGCTATTGGGATCGT 
P. trichocarpa     CTCGCCTGTGGCCTCGCTGGTCTCTCTGCTGGTATGGCTATTGGCATCGT 
                   ** ** ** **  * *****  *  ******* ***** *****  * ** 
 
A.cherimola        CGGAGATGCTGGCGTTAGAGCCAATGCTCAGCAGCCAAAACTTTTTGTTG 
M.crystallinum     TGGTGATGCTGGTGTTAGAGCCAATGCTCAGCAGCCAAAACTTTTCGTGG 
R.communis         TGGGGATGCTGGTGTTAGAGCTAATGCACAGCAGCCAAAGCTTTTTGTTG 
P.plantago         TGGAGATGCCGGTGTCAGGGCTAATGCACAACAGCCAAAGCTTTTTGTTG 
P. trichocarpa     TGGTGATGCTGGTGTTAGAGCTAATGCCCAGCAACCAAAGCTTTTTGTTG 




A.cherimola        GGATGATCCTCATTCTCATCTTTGCTGAAGCACTGGCACTTTATGGCCTT 
M.crystallinum     GAATGATTCTTATTCTCATCTTTGCTGAAGCGCTTGCTCTCTACGGTCTC 
R.communis         GGATGATCCTCATTCTCATCTTTGCCGAAGCCTTGGCTCTCTATGGCCTT 
P.plantago         GCATGATCCTTATCCTCATTTTCGCTGAAGCGTTGGCACTTTACGGTCTT 
P. trichocarpa     GTATGATCCTCATTCTCATCTTTGCTGAAGCACTGGCCCTTTACGGTCTC 
                   * ***** ** ** ***** ** ** *****  * ** ** ** ** **  
 
A.cherimola        ATCGTGGGCATCATCTTACTATTCCGAGCTGGTCAATCTCGGGCAG---A 
M.crystallinum     ATTGTCGGTATCATCTTGTCTTCCCGAGCTGGACAGTCAAGGGCAGATTA 
R.communis         ATTGTTGGGATCATACTTTCGTCCCGAGCTGGTCAGTCAAGAGCTGAGTA 
P.plantago         ATCGTCGGGATCATTCTGTCTTCACGAGCTGGCCAATCTAGAGCTGATTA 
P. trichocarpa     ATTGTTGGCATCATTCTCTCCTCCCGAGCTGGTCAATCGAGAGCTGAGTA 
                   ** ** ** *****  *    *  ******** ** **  * ** *   * 
 
A.cherimola        C 
M.crystallinum     A 
R.communis         A 
P.plantago         A 
P. trichocarpa     A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
